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RESUMO



O objetivo deste trabalho foi verificar os ajustes cardiovasculares e
termorregulatérios mediados pelos receptores colinérgicos centrais e pelas
catecolaminas periféricas durante o exercicio fisico até a fadiga. Foram utilizados
ratos Wistar com massa corporal de 278 £ 5 g, que foram submetidos a cirurgia de
adrenodemedulacao bilateral (ADM) ou sham (SHAM). Ap6s a recuperagao, 0S
animais passaram por outras 3 cirurgias: implantes de canula guia
intracerebroventricular, de cateter na aorta via carétida esquerda e de sensor de
temperatura intraperitoneal. Os animais foram subdivididos em 4 grupos: grupo
SHAM ou ADM submetidos ao exercicio (24 m/min e 5% de inclinacdo da esteira-
~80% do VO2zmax) até a fadiga, SHAM ou ADM mantidos em repouso. Cada subgrupo
passou por 2 situagbes experimentais: injecdo icv de 2 uL de 5 x 10° M de
fisostigmina (FIS) ou NaCl 0,15 M (SAL). A temperatura ambiente foi 24,7 £ 0,1°C. O
tempo total de exercicio ndo foi diferente entre os grupos ou entre os tratamentos.
No grupo ADM a FIS aumentou a pressao arterial média no exercicio (ADM-EX-SAL
16 + 4mmHg vs ADM-EX-FIS 33 + 3mmHg, p<0,05). A variacdo da temperatura
intraperitoneal aumentou no grupo ADM-EX, mas n&o foi diferente entre os
tratamentos (ADM-EX-SAL 0,5 £+ 0,1°C vs ADM-EX-FIS 0,5 + 0,1°C). A variacao da
Tcauda aumentou no grupo ADM-EX sendo que foi maior no grupo tratado com FIS
(ADM-EX-SAL 2,9 + 0,6°C vs ADM-EX-FIS 4,1 £ 0,°C, p<0,05). Os receptores
colinérgicos centrais modulam a dissipacao de calor e os ajustes cardiovasculares

durante o exercicio independente da acédo das catecolaminas periféricas.



ABSTRACT



The purpose of this study was to verify if the cardiovascular and
thermoregulatory adjustments mediated by central cholinergic receptors and
peripheral cathecolamines during the physical exercise until fatigue. Wistar rats
weighting 278 + 5 g, were submitted to bilateral adrenodemedullation (ADM) or sham
(SHAM) surgery. After recovery, the animals were subjected to 3 additional surgeries:
implantations of intracerebroventricular guide cannulae; of aortic catheter into left
carotid and intraperitoneal implantation of thermal sensor. The animals were divided
into 4 groups: SHAM or ADM groups submitted to exercise at 24 m/min and 5%
inclination (~80% of VOzmax) until fatigue, SHAM or ADM groups with no exercise.
Each group received 2 experimental treatments: icv injection of 2 uL of 5 x 10° M
physostigmine (FIS) or 0,15 M NaCl (SAL). Environmental temperature was 24,7 +
0,1°C. No difference was found between groups or treatments in time to fatigue. In
ADM group the FIS increased exercise mean blood pressure (ADM-EX-SAL 16 +
4mmHg vs ADM-EX-FIS 33 + 3mmHg, p<0,05). The intraperitoneal temperature
increased in the ADM-EX group, but wasn’t different between the treatments (ADM-
EX-SAL 0,5 £ 0,1°C vs ADM-EX-FIS 0,5 + 0,1°C). The tail temperature increased in
the ADM-EX-FIS group (ADM-EX-SAL 2,9 * 0,6°C vs ADM-EX-FIS 4,1 + 0,°C,
p<0,05). No difference was found between ADM and SHAM. Heat loss and
cardiovascular adjustments modulated by the central cholinergic receptors during

exercise are independ from the action of peripheral cathecolamines.
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1. INTRODUCAO



O modelo animal é muito utilizado atualmente no mundo inteiro para diversos
tipos de pesquisas. Sao varias as finalidades dos experimentos realizados com
animais nas universidades brasileiras. Este tipo de modelo ainda é pouco utilizado
na area da Educacdo Fisica, mas ja esta sendo reconhecido como um método
eficiente e necessario para a producdo de ciéncia. Varios estudos nao sé na
fisiologia do exercicio, mas também na biomecénica véem adotando este método de
pesquisa. No caso da fisiologia do exercicio, o modelo animal € utilizado como meio
para investigar mecanismos que ndo sdo possiveis de serem analisados diretamente
em humanos, devido ndo s6 aos métodos invasivos, mas também a um maior
controle diario das situagdes ocorridas.

Com estes objetivos, j& ha alguns anos, o Laboratério de Fisiologia do
Exercicio da Universidade Federal de Minas Gerais utiliza o modelo animal no
estudo do sistema termorregulatério durante o exercicio fisico e demais sistemas
que influenciam na termorregulacéo.

O hipotdlamo é o centro coordenador das respostas termoefetoras que
regulam a temperatura corporal (HAMMEL, 1965).

Existem animais que conseguem manter a temperatura corporal interna
dentro de limites estreitos de alteracdo (aproximadamente 1°C de variacdo), de
maneira pouco dependente a variagdo da temperatura ambiente, dentro de uma
determinada faixa que vai de 30 a 40°C (RODRIGUES et al, 1999). Estes animais
sdo chamados homeotérmicos. Esta homeostase é mantida por processos
autondémicos e comportamentais. A temperatura corporal interna é constantemente
regulada como resultado do equilibrio dindmico entre a producéo e a dissipacao do
calor (RODRIGUES et al, 1999 e WEEB, 1995).

A area predética/ hipotdlamo anterior tem uma importante funcao na regulagao

da temperatura corporal. As respostas desencadeadas pelo sistema nervoso



autbnomo variam de acordo com a temperatura ambiente na qual o animal se
encontra, mantendo um equilibrio dindmico entre producéo e dissipacado de calor.
Neurdnios sensiveis a temperatura do sangue que perfundem o hipotalamo, além de
termorreceptores localizados na pele, nas visceras e na medula espinhal conduzem
impulsos nervosos aferentes ao hipotdlamo para a regulacdo da temperatura
corporal (RODRIGUES et al, 1999).

A temperatura cerebral é detectada por neurbnios termossensiveis. A maioria
destes sensores € sensivel ao calor, isto, porque a fisiologia térmica € assimétrica,
ou seja, a temperatura corporal normal é mais préxima da temperatura corporal
limite maxima de sobrevivéncia (poucos graus), que € determinada pela
possibilidade de desnaturagcdo de proteinas regulatérias, que da temperatura
corporal limite minima (poucas dezenas), que é determinada pelo congelamento da
agua corporal (ROMANOVSKY, 2007).

Existem também algumas alteracGes termorregulatérias provocadas pelo
exercicio. O exercicio aumenta a producdo metabdlica de calor e simultaneamente
aumenta a perda de calor para manter a temperatura corporal interna.

Existem estruturas especializadas em dissipar calor, elas sdo caracterizadas
por uma alta relagéo entre volume - superficie, auséncia de pélos, densa rede de
vasos sangliineos e a presenga de anastomoses arteriovenosas, como exemplo,
temos a mao humana, a orelha do coelho e a cauda do rato (ROMANOVSKY et al,
2002).

Nos ratos, o principal mecanismo de dissipacédo de calor é a conveccao pela
pele da cauda. Além disso, estes animais espalham saliva pela superficie corporal
também constitui um mecanismo de perda de calor, porém este mecanismo €
desconsiderado durante o exercicio fisico na esteira rolante, porque o animal n&o

consegue correr e espalhar saliva pelo corpo ao mesmo tempo.



Sob temperatura ambiente constante, a temperatura da pele da cauda do rato
€ considerada proporcional ao fluxo sanguineo para a cauda e os efeitos de uma
droga ou agente quimico no fluxo sangliineo para a pele da cauda podem ser
analisados pela medida da temperatura da pele da cauda do rato (GORDON et al,
2002; JOHNSON e PARK, 1979 e OWENS et al, 2002). Isto foi constatado no estudo
de Gordon et al (2002) quando a temperatura da pele da cauda do rato aumentou
0,5°C, apdés um aumento da temperatura ambiente de 21,5°C para 23,0°C e depois
para 25°C; quando a temperatura ambiente subiu para 27°C, a temperatura da pele
da cauda do rato aumentou 2°C. A temperatura ambiente foi entdo aumentada para
29°C e 30,5°C e a temperatura da pele da cauda do rato subiu mais 1,5°C.

O principal meio de irrigacdo da cauda é via veias laterais caudais, que séo as
veias largas da cauda, as quais se comunicam com a veia caudal ventral via
anastomoses segmentais (YOUNG e DAWSON, 1982). A veia ventral é pequena
quando comparada com as veias laterais e as artérias laterais sdo pequenas quando
comparadas com a artéria ventral, portanto pode-se dizer que o fluxo predominante
da cauda esté nos vasos laterais (YOUNG e DAWSON, 1982).

Em humanos a pele é inervada por dois ramos distintos do sistema nervoso
simpatico: um sistema vasoconstrictor adrenérgico, que contribui para o ténus
vascular cutdneo de repouso, e outro vasodilatador colinérgico (KELLOG Jr et al,
1995).

Segundo Sawazaki et al (2001), o tbnus vascular em humanos € controlado
predominantemente via sistema nervoso simpatico, além de outras respostas
regulatérias da temperatura corporal como a sudorese € a piloeregao.

As veias cutaneas dilatam e contraem em resposta a variacdo tanto da

temperatura ambiente quanto da temperatura corporal interna, contribuindo para a



manutencdo de uma temperatura corporal constante pelo controle da perda ou

conservacao de calor corporal pela superficie da pele (SAWASAKI et al, 2001).

O tbnus vascular da pele do rato, € controlado pelo tdnus simpéatico com os
corpos celulares dos neurbnios pré — ganglionares localizados na coluna
intermediolateral da medula espinhal (ROMANOVSKY, 2007). Estes neurbnios
espinhais recebem projecdes excitatbérias direto das células localizadas
primariamente na area piramidal do bulbo e da rafe (ROMANOVSKY, 2007). Estas
células bulbares estdo possivelmente sob controle dos neurénios do hipotadlamo, do
mesencéfalo e da ponte que recebem impulso das células sensiveis ao calor da area
preética (ROMANOVSKY, 2007).

O sistema termorregulatério influencia nas catecolaminas periféricas. O
sistema catecolaminérgico é composto pela noradrenalina, transmissor nas fibras
simpaticas pds—ganglionares e em alguns tratos no sistema nervoso simpatico, a
dopamina, o principal transmissor das vias extrapiramidais dos mamiferos e algumas
vias mesocorticais e mesolimbicas, e pela adrenalina, o principal horménio da
medula da adrenal (GILMAN et al, 1990).

A glandula adrenal dos mamiferos consiste de duas partes anatomicamente
distintas: a parte externa é o cértex que sintetiza horménios esterdides e a parte
interna € a medula que contém células cromafinicas que produzem catecolaminas
(HODEL, 2001).

Os trés principais tipos de horménios esterdides produzidos pelo cértex sao:
mineralocorticéides (controlam as concentracdes eletroliticas no fluido extracelular),
glicocorticéides (regula o metabolismo dos carboidratos, proteinas e das gorduras) e
androgénios (tém efeitos anabdlicos) (HODEL, 2001).

O cortisol (em humanos) e a corticosterona (em roedores) sdo os dois

principais tipos de glicocorticoides. Eles sdo secretados pela parte cortical da



adrenal préxima a medula (zona reticular e fasciculada) dentro do sistema vascular
local (HODEL, 2001). Eles sdo de natureza hidrofébica o que facilita a sua difusao
para o tecido da medula, o que representa um caminho curto e direto dos
glicocorticoides até as células cromafinicas (HODEL, 2001). O cortisol sintetiza a
enzima feniletanolamina-N-metiltransferase, responsavel por transformar
noradrenalina em adrenalina (GRIFFIN e OJEDA, 1992). A ativacdo dos receptores
de glicocorticéides das células cromafinicas altera a expressdo génica causando
efeitos fisiolégicos multiplos que provocam a secrecao de catecolaminas (HODEL,
2001).

Os receptores que respondem a adrenalina e noradrenalina sdo denominados
adrenérgicos e sao de dois tipos: a e B. Os receptores adrenérgicos a e [ estao
presentes em muitos tecidos e as respostas variam de acordo com seus subtipos
(GRIFFIN e OJEDA, 1992).

A noradrenalina liberada pelas terminacdes nervosas simpaticas exerce efeito
rapido, ja a adrenalina e a noradrenalina liberadas pela medula da adrenal produzem
efeitos via circulagdo sanguinea (menos rapidos) (YOUNG, 1982).

Tém se sugerido que a sintese de adrenalina ocorre provavelmente ndo s6 na
medula adrenal, mas também em alguns neurénios cerebrais (GRIFFIN e OJEDA,
1992).

Em determinados tecidos, os receptores adrenérgicos podem ser mais
sensiveis as catecolaminas circulantes que para a noradrenalina liberada localmente
e vice—versa, portanto certos processos fisiologicos podem ser afetados
diferentemente pela noradrenalina liberada neuralmente e pelas catecolaminas
circulantes de origem medular adrenal (YOUNG et al, 1984).

A sensibilidade dos receptores também é dependente, do tipo de

catecolamina que o estimula. A noradrenalina, por exemplo, é mais potente na



ativacao dos receptores B nas veias corondrias, mas nas veias do musculo
esquelético a adrenalina é mais potente (MOUNTCASTLE, 1980).

Algumas das respostas mediadas pelas catecolaminas e receptor B sao:
aumentos da glicogendlise e da lipdlise; reducado da utilizacdo de glicose como
substrato; aumentos das secre¢des de insulina e de glucagon; aumento da captacéo
de K' para o musculo; dilatagdo das arteriolas musculares; aumentos da
contratilidade cardiaca (B+); da frequéncia cardiaca (B1); do débito cardiaco (B1)
(GRIFFIN e OJEDA, 1992). As respostas mediadas pelas catecolaminas e receptor
o sdo: aumento da gliconeogénese; reducdo da secrecédo de insulina; aumentos da
vasoconstricao arteriolar esplancnica, renal, cutanea e genital; aumento da
contracdo do esfincter; sudorese; dilatacdo da pupila entre outros (GRIFFIN e
OJEDA, 1992).

A vasodilatacdo mediada pelos adrenoceptores 3 tem um importante papel
fisiolégico na regulacao do ténus vascular. A estimulacao dos adrenoceptores B leva
ao relaxamento do musculo liso, o que controla a resisténcia vascular e
conseqilentemente a distribuicdo do sangue por diferentes 6rgdos (GUIMARAES e
MOURA, 2001). Durante o exercicio, a ativagdo dos adrenoceptores B contribui para
o aumento do fluxo sangiiineo para o musculo esquelético (GUIMARAES e MOURA,
2001).

Em humanos, a concentragdo plasmatica de adrenalina e noradrenalina
aumenta diretamente em relacdo a intensidade do exercicio, podendo chegar a ser
trinta vezes maior que no repouso, 0 que pode provocar um forte efeito vascular

(GUIMARAES e MOURA, 2001).



As catecolaminas tém como fungdes basicas durante o exercicio: elevar o
débito cardiaco, regular o calibre dos vasos sanglineos, aumentar o catabolismo de
glicogénio e a liberagao de acidos graxos.

O controle simpatico da circulacdo sistémica envolve tanto receptores o
quanto B, sendo que a predominancia de ativacdo dos receptores o provoca
vasoconstricao e a dos receptores 3 provoca vasodilatacao.

Os adrenoceptores o, sd0 muito sensiveis a alteracbes na temperatura e séo
abundantes nas veias cutaneas, como na cauda do rato, elas parecem ser
importantes para a termorregulacao por facilitarem a contracdo do vaso durante o
frio e a dilatagdo no ambiente quente (GUIMARAES e MOURA, 2001).

A medula adrenal esta sob acdo tbénica das fibras colinérgicas do sistema
simpatico especializado em secretar catecolaminas (GRIFFIN, e OJEDA, 1992). Os
nervos secretores da medula sdo os esplancnicos maiores, que sao fibras pré-
ganglionares e que se dirigem as células cromafinicas (GRIFFIN e OJEDA, 1992).
Isto causa a liberacdo de acetilcolina como neurotransmissor, que ativa os
receptores nicotinicos (GRIFFIN e OJEDA, 1992). A acetilcolina liberada aumenta a
permeabilidade da membrana, liberando entdo as catecolaminas. A quantidade de
adrenalina produzida pela medula adrenal é aproximadamente quatro vezes maior
que a de noradrenalina (GRIFFIN e OJEDA, 1992).

Segundo Gilman et al (1990), a acetilcolina é o neurotransmissor de todas as
fibras parassimpaticas pds—ganglionares,com exce¢dao no sistema digestivo em
algumas fibras simpaticas pés — ganglionares e em trés outras classes de nervos:
fibras pré—ganglionares tanto do sistema simpatico quanto do parassimpético,
nervos motores dos musculos esqueléticos e certos neurbnios do sistema nervoso

central.



Quando o potencial de agéo atinge o neurdnio pré-ganglionar, ativa a enzima
colina acetiltransferase, responsavel por juntar a acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e a
colina (na maioria das vezes nas terminacdes nervosas), formando a acetilcolina.
Este neurotransmissor € armazenado pela acdo da enzima transportadora vesicular
de acetilcolina (PRADO et al, 2002), no sinatoplasma e nas vesiculas sinapticas que
se localizam nas terminac¢des nervosas colinérgicas.

Para a sua liberacdo, as vesiculas sinapticas se fundem com a membrana
plasmatica e esvaziam todo o seu conteudo na fenda sinaptica por exocitose. Ao
ser liberada, ela se fixa aos seus receptores na terminacdo pds-singptica. A
degradacdao da acetilcolina, em colina e acetato é feita pela enzima
acetilcolinesterase, uma glicoproteina globular que se localiza nas fendas sinapticas.
Ela existe em multiplas formas e é especifica para a acetilcolina.

Existem dois tipos de receptores colinérgicos, o0s nicotinicos e o0s
muscarinicos. Encontramos os receptores muscarinicos em todas as células alvos
do sistema nervoso parassimpatico, assim como nas células alvos nos neurénios
pds ganglionares simpaticos que sao colinérgicos. Ja os nicotinicos sao encontrados
nas sinapses entre os neurdnios pré e pos ganglionares.

A fisostigmina € um dos principais bloqueadores acetilcolinesterasicos, de
modo que a acetilcolinesterase normalmente presente nas sinapses, nao hidroliza a
acetilcolina liberada na placa motora na presenca de fisostigmina. A ligacdo da
fisostigmina com a acetilcolinesterase € reversivel (MATTEW et al, 1992). Ela é um
composto amino terciario que atravessa a barreira hematoencefalica (ALDERDICE,
1979) e ndo causa grande variacao no pH fisiolégico (BUCCAFUSCO, 1996).

A acetilcolina liberada pelas terminagcées nervosas esplancnicas provoca a
liberacdo de catecolaminas pelas células cromafinicas da medula da adrenal

(AKIYAMA et al, 2004). Este aumento da liberacdo de adrenalina também foi
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observado no estudo de Igushi et al (1991) apéds injecao intracerebroventricular de
neostigmina, outro anticolinesterasico.

A administragdo intravenosa de fisostigmina aumentou a liberacdo de
catecolaminas pelas adrenais (KAUL e GREWAL, 1968) mas, este aumento nao
ocorreu nos animais desnervados, indicando que a fisostigmina produziu este efeito
centralmente (KAUL e GREWAL, 1968). A injecao intracerebroventricular de colina
(outro agonista colinérgico) também aumentou a concentracdo de catecolaminas no
plasma e na urina (ARSLAN et al, 1991).

A injecdo intracerebroventricular de fisostigmina em ratos, aumentou a
glicemia, tanto durante o repouso quanto durante o exercicio fisico, sendo esta
resposta abolida nos ratos adrenodemedulados, sugerindo que o sistema colinérgico

aumenta a glicemia via ativagao do sistema simpatico—adrenal (RODRIGUES, 2000).

O sistema colinérgico participa de diversas fun¢cdes homeostéticas: regulacéao
da pressao arterial; transporte de hormdnios reguladores a seus 6rgaos - alvo;
regulacdo da temperatura corporal e estd envolvido em ajustes de estados
fisiolégicos alterados.

Ha evidéncias que receptores colinérgicos hipotalamicos participam do
mecanismo de dissipacao de calor. Rodrigues et al (2004) verificaram que a injecao
intracerebroventricular de fisostigmina (5 x 10 M) aumentou o consumo de oxigénio
sem alterar a temperatura colénica em ratos em repouso, sugerindo que também
houve aumento da dissipag¢dao do calor. Entretanto durante o exercicio, ndo houve
diferenca no consumo de oxigénio entre tratamentos fisostigmina e salina e
observou-se um menor aumento da temperatura colénica com o anticolinesterasico,
novamente sugerindo uma maior dissipacao de calor conseqiiente a uma maior

atividade colinérgica central.
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Guimaraes (2003), Rodrigues (2000) e Gomes — Filho (2000), constataram a
participacdo das catecolaminas periféricas nos mecanismos termorregulatérios. No
entanto, no estudo de Guimardes (2003), observou-se que o efeito das
catecolaminas periféricas ndo foi capaz de modificar a taxa de acumulo de calor
durante o repouso ou em exercicio em ratos adrenodemedulados expostos ao frio,
sugerindo a participacao de mecanismos compensatérios neste processo.

A temperatura corporal influencia diretamente no tempo total de exercicio, que
corresponde ao intervalo de tempo entre o inicio do exercicio ao momento de fadiga.
A fadiga corresponde a incapacidade de suportar por mais tempo um exercicio numa
determinada intensidade e duracdo (RODRIGUES e SILAMI - GARCIA, 1998).

Existem varias definicées diferentes para a fadiga, mas a definicdo adotada

para a realizacao deste trabalho foi a de Rodrigues e Silami - Garcia, 1998.

Segundo estes autores, a fadiga € um mecanismo protetor que age pela
combinacdo de diversos fatores, dentre eles: termorregulatério, sistema neuro -
enddcrino, disponibilidade de substratos, equilibrio acido — bésico e hidroeletrolitico
e sistema cardiorrespiratério. Quando algum sistema ou o conjunto de sistemas
atinge um limite de seguranca geral para o aumento do metabolismo durante o

exercicio ndo conseguindo manter a homeostase, a fadiga € desencadeada.

A presséo arterial é controlada por varios sistemas. O barorreflexo, € um dos
principais mecanismos de controle do sistema cardiovascular. Este mecanismo é

demonstrado no esquema de O’Donaughy et al, 2002.



12

Nervo

Glossofaringeo Bulbo
Barorreceptores T,
carotideos ¥ NTS ) Vasos
Sen S Sanguineos
/ 1
NA ICVLM
P : Nervo ;‘ = _(? RVLM |
5] 74 vago L > ()1
N Nervo R \
aortico ! 1
. : )
|. \ \ o ~ - * ’/ \‘
) PN Fibras
Barorreceptores Flit::las'ti B - simpaticas
abrticos ~ Parassimpaticas
Aferente Coracao Eferente

Vias aferentes e eferentes do barorreflexo. NTS- nucleo do trato solitario;CVLM-
bulbo ventrolateral caudal; RVLM- bulbo ventrolateral rostral; IML- substancia cinza
intermediolateral; NA- nacleo ambiguo

(O’Donaughy et al, 2002)

Figura 1. Barorreflexo.

O sistema humoral também esta envolvido no controle da pressao arterial. O
aumento da presséao arterial resulta em reducdo da concentracdo de catecolaminas
periféricas, da vasopressina e de angiotensina Il. A secregdo das catecolaminas
periféricas ocorre pela estimulacdo dos nervos simpaticos na medula adrenal. A
secrecdo de vasopressina € controlada pelos osmorreceptores hipotalamicos que
regulam a sua liberacao pela neuro-hipéfise. A agdo do hipotalamo e a liberacdo da
enzima renina sdo controladas pela acdo dos nervos simpaticos nos rins e pela
cascata do sistema renina — angiotensina. Estas substancias tém propriedades
vasoconstritoras e contribuem para os ajustes reflexos na resisténcia vascular.

Os quimiorreceptores também participam do controle da pressao arterial e

estdo localizados nos corpos carotideos e adrticos (as mesmas regides em que se
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localizam os barorreceptores). Grande quantidade de fluxo sangiineo arterial passa
por estes receptores que sao sensiveis a alteragdo de PO,, PCO; e pH. Eles estao
principalmente envolvidos no controle da respiracdo e auxiliam na deteccdo de
alteracbes na pressao parcial dos gases no sangue. E sua estimulacdo modifica o
tonus vascular que pode alterar a pressao arterial.

As acdes da adrenalina e da noradrenalina no miocardio sdo similares. Os
efeitos das catecolaminas no coracado incluem o aumento da contratilidade, alta
velocidade de conducédo, aumento da freqiéncia cardiaca, encurtamento da duracao
do potencial de acdo, encurtamento da sistole e indiretamente causam
vasoconstri¢cao.

O objetivo final do barorreflexo, sistema humoral e quimiorreflexo € o de
regular os tecidos cardiovasculares alvo mantendo a pressao arterial em uma faixa
de variagdo apropriada que seja capaz de manter a perfusdo sanglinea para os
tecidos e seletivamente controlar o fluxo simpatico envolvido no controle metabdlico

e termorregulatério (MORRISON, 2001).

Para que o exercicio ocorra, sao necessarias algumas variagdes no sistema
cardiovascular, tais como: aumento do débito cardiaco, da freqUéncia cardiaca, da
presséo arterial média e da pressao arterial sistdlica.

Porém, se o barorreflexo funciona como um mecanismo de feedback
negativo, entdo a frequéncia cardiaca e pressado arterial ndo poderiam subir

simultaneamente como ocorre no exercicio.

Silva et al (1997) demonstraram que embora ndo ocorrendo bradicardia
reflexa os barorreceptores estdo ativos durante o exercicio. Foi entdo levantada a
guestao sobre a causa das mudancas da sensibilidade do barorreflexo durante o

exercicio.
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Alguns estudos (DICARLO e BISHOP, 1992; PIRES et al, 2007; PRAKASH et
al, 2004, ROWELL e O'LEARY, 1990) mostram que o barorreflexo é reajustado
durante o exercicio. Pires et al (2007) mostrou que a variacdo da pressao arterial e
da frequéncia cardiaca durante o exercicio ap6s estimulacdo colinérgica nao foi
diferente daquela do repouso verificada, concluindo assim que a sensibilidade dos

barorreceptores ndo é diferente entre o repouso e exercicio.

Durante o exercicio ocorre aumento da atividade simpatica, o que provoca a
liberacdo de adrenalina e noradrenalina na circulagcdo e essas catecolaminas
quando ligadas a receptores a-adrenérgicos causam a vasoconstricao (O'LEARY,
1985 e YANAGIYA, 1999), aumentando o retorno venoso e regulando a pressao
arterial média.

Em condigdes de repouso e durante o exercicio fisico, a regulacao da pressao
arterial a curto prazo envolve a pré—ativacao de circuitos neurais no sistema nervoso
central, a atividade autonbémica eferente e a estimulacdo dos presso e
metaborreceptores periféricos (ROWELL, 2004). Estes receptores enviam a
informacgéo aferente acerca das respostas periféricas de volta aos centros cerebrais
superiores (retro—alimentacdo). Os mecanismos de pré—alimentacdo, também
conhecidos como comando central, constituem—se da ativacao paralela das vias

centrais motoras e simpaticas durante o exercicio (GOODWIN et al, 1972).

Simultaneamente ao inicio da contragdo muscular, ocorre retirada do ténus
vagal e aumento da atividade neural nos centros de controle cardiovascular
localizados no hipotdlamo e bulbo, o que provoca um aumento da atividade
simpatica para o coragcdo e vasos, resultando no aumento da pressao arterial

(CHALMERS e PILOWSKY 1991; SCHEURINK et al, 1990).
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A razdo entre a pressao sangulinea e a resisténcia em uma determinada rede
vascular periférica determina o fluxo sangiineo (BEVAN e LAHER, 1991). Durante o
exercicio, mesmo com vasoconstricdo provocada pelo aumento da atividade
simpatica, o fluxo sanguineo periférico pode ser aumentado devido a aumentos na
pressao de perfusdo sangiinea (GUYTON, 1959).

Alguns estudos tém demonstrado que a estimulagdo das sinapses
colinérgicas por meio de injecées centrais de agonistas colinérgicos aumentam a
pressao arterial média de ratos (BREZENOFF et al, 1994; LI et al, 1997; MEDINA et
al, 1997; PALMA et al, 2004; PIRES et al, 2007).

No estudo de Kubo et al (2003) a injecdo de um inibidor da acetil-
colinesterase, na parte rostral da area septal lateral, provocou um aumento na
pressao arterial que foi inibido pela prévia injecdo de 4 - DAMP (antagonista dos
receptores muscarinicos My e Mg).

Lazartigues et al (1998) verificaram em ratos que a injecdo de um
anticolinesterasico, causou aumento da pressao arterial e reducédo da frequiéncia
cardiaca, e sugeriu que estas repostas induzidas pelos inibidores da
acetilcolinesterase poderiam ser independentes. Os dados também sugerem o
envolvimento do sistema colinérgico central na regulacdo da pressao arterial,
principalmente via receptores muscarinicos M, e parcialmente M. Porém,
Buccafusco (1996) relatou que nao existe resposta cardiovascular definida sob
estimulacédo dos receptores colinérgicos centrais, tais como aumentos, reducdes e
alteracbes bifasicas tém sido encontrados na presséao arterial e freqliéncia cardiaca
(BUCCAFUSCO, 1996). Esta diversidade de respostas para a estimulacédo
colinérgica central deve-se a varios fatores, incluindo a especificidade das espécies,
seletividade de drogas, local anatémico de aplicacdo da droga e a inducado ou nao

da anestesia (BUCCAFUSCO, 1996).
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E aceito que a ativagdo colinérgica central aumenta a pressdo arterial pela
acao de neurdnios catecolaminérgicos periféricos, o que leva a um aumento no fluxo
de perfusdo do sistema nervoso central para o sistema simpatico - adrenal
(ARSLAN, et al, 1991). No mesmo estudo a adrenolectomia bilateral e o pré —
tratamento com atropina, atenuaram o aumento da pressao arterial sem influenciar
na frequiéncia cardiaca.

Ja o estudo de Kaul e Grewal (1968) mostrou um aumento na pressao arterial
apos injecao intravenosa de fisostigmina animais adrenalectomizados anestesiados,
comparados com controles.

Todos estes sistemas acima citados, também influenciam no controle da
temperatura corporal interna.

O tempo total de exercicio de ratos injetados intracerebroventricularmente
com fisostigmina ndo é diferente dos ratos submetidos a injecdo de salina
(RODRIGUES, 2004 e PIRES, 2007).

Porém, estudos anteriores de nosso laboratorio, mostraram que o bloqueio
colinérgico central reduz a capacidade maxima do exercicio (GUIMARAES, 2007;
LIMA et al, 1998 e WANNER, 2006) e interfere no controle metabédlico durante o
exercicio em ratos (LIMA, et al, 1998), sendo que, em ratos adrenodemedulados, a
atropina (antagonista colinérgica) intracerebroventricular reduziu o tempo total de
exercicio a 5% do tempo total observado nos ratos intactos que receberam injecao
de salina. Estes resultados mostram que ha participacao das aferéncias colinérgicas
hipotaldmicas no controle central da manutencdo do exercicio e que sua
contribuicdo se torna ainda mais importante apds a adrenodemedulacgao.

E sugerido também que as catecolaminas podem interferir na fadiga. No
estudo de Winder et al (1987) foi encontrada diferenca no tempo total de exercicio

entre ratos adrenodemedulados e os sham, provavelmente devido a hipoglicemia
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causada pela auséncia de adrenalina periférica. J& os estudos de Gomes - Filho
(2000), Guimaraes (2003) e Rodrigues (2000) ndo encontraram esta diferenca.

A temperatura ambiente tem uma relacao linear negativa com a pressao
arterial. Tem sido visto que pequenas alteracées na temperatura ambiente podem
influenciar o sistema nervoso autondémico, 0 que pode alterar a pressao arterial,
frequéncia cardiaca e taxa metabdlica (SWOAP et al, 2004). Isto enfatiza a
necessidade de controlar, em experimentos, a temperatura ambiente durante a
colheita de variaveis cardiovasculares (SWOAP et al, 2004).

No estudo de Pires et al (2007) a injecdo intracerebroventricular de
fisostigmina (5 x 10° M), em ratos em livre movimento, provocou aumento da
pressdes arteriais média, sistdlica e diastdlica. Posteriormente ocorreu redugédo da
frequéncia cardiaca e temperatura intraperitoneal, logo apds, aumento da
temperatura da pele da cauda do rato, possibilitando concluir que a fisostigmina
aumentou a dissipacgao de calor, com o objetivo de fazer a pressao arterial retornar a
seus valores basais.

No mesmo estudo, porém durante o exercicio, foram encontradas respostas
semelhantes as do repouso, mantendo a ordem temporal de alteracdo das variaveis.

Os estudos mostrados demonstram que 0 mecanismo provocado pela
ativagdo do sistema colinérgico, modifica varidveis cardiovasculares e
termorregulatérias, mas o mecanismo ainda ndo esta claro nem em repouso, nem
durante o exercicio.

Fehiner e Gordon (1985) verificaram que a atividade das sinapses
colinérgicas na area predtica / hipotdlamo anterior aumenta com a reducdo da
temperatura ambiente e que o sistema colinérgico, possivelmente, ativa respostas de
dissipacao de calor em ratos. Esta hipdtese sobre a dissipacédo é corroborada pelo

estudo de Pires et al (2007) com ratos em livre movimento e em exercicio pelo
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aumento da dissipacdo de calor apdés a injecdo intracerebroventricular de
fisostigmina.

Os estudos anteriores mostram que os mecanismos colinérgicos centrais da
termorregulacdo e sistema cardiovascular tém sido analisados. Porém estes

mecanismos ainda nao estdo claros.

1.1. Objetivo

Estudar os efeitos mediados pelos receptores colinérgicos centrais e pelas

catecolaminas periféricas durante o exercicio fisico até a fadiga sobre os ajustes

cardiovasculares e termorregulatérios.

1.2. Hipotese

Os ajustes cardiovasculares e termorregulatérios sdo mediados pelos
receptores colinérgicos centrais e pelas catecolaminas periféricas durante o

exercicio fisico até a fadiga.
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2. MATERIAIS E METODOS



20

2.1. Cuidados Eticos

Os procedimentos utilizados na experimentacao foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas

Gerais (Protocolo 101/07; Anexo1).

2.2. Animais

Foram utilizados ratos adultos (ratus novergicus) da linhagem Wistar, com
massa corporal de 210 — 240 g no periodo de realizagcdo da primeira cirurgia,
fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Os ratos foram mantidos em caixas coletivas com no maximo 4 animais por
caixa. Apés a cirurgia de implante de canula crénica no ventriculo cerebral lateral
direito, os animais foram mantidos em gaiolas individuais para garantir a
manutencgdo das canulas guias cerebrais.

Os ratos foram mantidos em uma sala com temperatura ambiente seca de
24,3 + 0,3 °C, sob um ciclo de claro - escuro de 14 - 10 h (luzes acesas as 5:00 h),

com livre acesso a ragao granulada (Nuvilab) e agua.
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2.3. Procedimentos Cirurgicos

Adrenodemedulacéo bilateral.

Os ratos foram pesados e anestesiados com 2,2,2, tribromoetanol 2,5 %
dissolvido em salina (0,25 g/Kg de massa corporal) intraperitonealmente. Foi feita a
depilacdo, assepsia e incisao na regidao dorsal do rato sobre a coluna vertebral,
abaixo das costelas. O muasculo foi perfurado lateralmente a incisdo e aberto na
direcdo das fibras. Apds este procedimento, o rim foi visualizado e a adrenal foi
exteriorizada. Foi realizado um pequeno corte no coértex da adrenal e, por
compressdo a medula da adrenal foi retirada (Zarrow et al, 1964). A glandula foi
colocada de volta no seu lugar e o muasculo foi suturado. Foi utilizado o
procedimento acima descrito para a retirada da outra medula da outra adrenal. Em
seguida, a pele foi suturada. Em seguida, os ratos receberam uma dose (0,1 mL em
cada pata traseira) intramuscular de antibiético (Pentabidtico Veterinario para
animais de Pequeno Porte - FORT DODGE® Saude Animal Ltda) e uma dose
subcutdanea de analgésico (0,1 mL) (Banamine Injetavel, 1,1 mg/Kg de peso
corporal).

Foi dado um periodo de 15 dias de recuperacdo desta cirurgia para
regeneracao do cértex das adrenais, sendo que, 0os animais tiveram por volta de 4
semanas de recuperacao até o periodo de experimento (Holzwarth et al, 1980). Os
ratos também tiveram acesso a NaCl (0,15 M) durante este periodo para manter o
equilibrio hidroeletrolitico até que o cértex adrenal que foi lesionado na

adrenodemedulagéo se regenere.
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O grupo sham foi submetido a um procedimento cirurgico ficticio, isto é, ndo
houve incisdo no cértex da glandula adrenal. Dessa forma, foi garantido que os

animais foram submetidos a mesma condicao de estresse cirargico.

Implante de cédnula crénica no ventriculo cerebral lateral direito.

Os ratos foram pesados e anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/Kg
de massa corporal). Foi feita a depilacdo e assepsia da parte superior da cabeca.
Apoés este procedimento foi realizada uma incisdo longitudinal no local e no tecido
subcutaneo, bem como o afastamento do periésteo, com o auxilio de xilocaina com
vasoconstritor (solucao de cloridrato de lidocaina 2 % e de adrenalina 1:200000). O
rato foi fixado ao estereotéxico (Insight Equipamentos — modelo ETX3/99, SP,
Brasil). A canula guia de 22 G e 16 mm de ago inoxidavel foi colocada sobre o
bregma e foi deslocada de acordo com as coordenadas do Atlas de De Groot (1959)
(1,5 mm posterior ao bregma, 2,5 mm lateral a linha média e 3,0 mm de
profundidade em relagdo a superficie cranial). A craniotomia foi realizada com o
auxilio de uma broca odontoldgica, foram realizados 3 orificios na calota craniana,
um para o implante da canula guia e dois para a fixagdo de parafusos de relojoeiro
que ajudaram na fixacdo do cimento odontolégico. A canula foi novamente
posicionada de acordo com as coordenadas determinadas e foi implantada no
ventriculo lateral. O posicionamento correto da canula foi verificado pela variacdo da
coluna liquida de salina (NaCl 0,9 %) do manémetro conectado a canula guia por
meio de um tubo de polietileno (PE50) (ANTUNES-RODRIGUES e McCANN, 1970).
Apos estes procedimentos, a canula foi fixada na calota craniana por meio de

cimento odontolégico autopolimerizavel (Dental Vip, SP, Brasil).
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Para evitar obstrucdo da céanula, ela foi protegida com um mandril feito de
tubo de polietileno (PE50) e fio de nylon.

Apoés a cirurgia os ratos receberam as mesmas doses de antibidtico e de
analgésico aplicados anteriormente.

Os animais tiveram um periodo de recuperacao de 4 dias ap0os a cirurgia ou 0
tempo necessario para retornarem ao peso pré — cirurgico.

A canula foi utilizada como guia para a injecao intracerebroventricular das

drogas.

Implante de cateter na artéria aorta abdominal via artéria carotida esquerda.

O cateter utilizado foi confeccionado com tubos de polietileno de didametros
(PE50 e PE10) e comprimentos diferentes (9 e 4 cm), soldados por aquecimento.
Para evitar obstrucéo, o cateter foi preenchido com salina heparinizada (0,1 mL de
heparina sédica 25000Ul, Liquemine®, Roche, RJ, Brasil dissolvida em 20 mL de
salina 0,9 %) e a extremidade exposta foi ocluida com um pino de ago.

Os ratos foram pesados e anestesiados intraperitonealmente com 2,2,2,
triboromoetanol 2,5 % (0,25 g/Kg de peso corporal). Foi feita a depilacdo e assepsia
do pescoco e incisdo longitudinal no local com comprimento de aproximadamente 1
cm. O tecido adiposo foi afastado e o musculo esternocleidomastéideo foi rebatido,
possibilitando o acesso a artéria carétida esquerda. A artéria foi exposta e isolada
dos tecidos adjacentes. Uma linha de sutura foi amarrada ao redor da carétida na
parte exposta e um clip foi fixado abaixo da linha. Foi feita uma incisdo na artéria e o
cateter foi inserido na aorta descendente (4 cm a partir da incisdo). Uma segunda

linha de sutura foi amarrada ao redor da artéria e do cateter, imediatamente abaixo
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da incisédo e a linha de sutura acima da incisdo foi amarrada ao redor do cateter
fixando-o a artéria.

ApGs a depilacao e assepsia da regido cervical dorsal do animal, um pequeno
corte foi realizado no local. Por meio de um trocater, o cateter foi passado
subcutaneamente e exteriorizado na regido cervical e fixado a pele do animal. O
cateter foi lavado e preenchido diariamente com solugcdo de heparina (0,1 mL de
heparina sodica 25000Ul, Liguemine®, Roche, RJ, Brasil dissolvida em 20mL de
salina 0,9 %).

O implante de cateter na carétida esquerda foi utilizado para o registro da

pressao arterial pulsatil.

Implante de sensor de temperatura na cavidade peritoneal.

Imediatamente apds o implante do cateter arterial, foi realizado o implante do
sensor de temperatura na cavidade peritoneal.
Foi feita a depilacdo e assepsia da regido intraperitoneal e ap6s este procedimento,
foi realizada sobre a linha peritoneal uma incisdo longitudinal de aproximadamente 2
cm. Um novo corte foi realizado na linha alba do muasculo reto abdominal com menor
comprimento, o que possibilitou 0 acesso a cavidade peritoneal. O sensor (Mini-
Mitter, Sunriver, OR USA, série 3000 VM - FH, massa de 2,2 g) foi inserido na
cavidade peritoneal. O musculo e a pele foram suturados. Os animais receberam as
mesma doses de antibiético e de analgésico aplicados apds a primeira cirurgia, isto
€, adrenodemedulacao bilateral.

Os animais tiveram um periodo de recuperacao de 48 h para as duas ultimas

cirurgias.
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O sensor de temperatura foi implantado para o registro da temperatura

intraperitoneal que foi realizado por telemetria.

2.4. Parametros medidos

2.4.1. Temperatura ambiente seca (Ta.s) € umida (Tay).

As temperaturas ambientes seca e umida foram registradas a cada 5 minutos,
durante todo o experimento, por meio de um psicrémetro (Incotherm) constituido de
dois termdémetros de mercurio, graduados em graus Celsius (°C). Um termémetro
registrou a temperatura de bulbo seco e o outro, cuja extremidade inferior estava
envolvida por uma gaze embebida com agua destilada, registrou a temperatura de

bulbo umido.

2.4.2. Temperatura ambiente dentro da esteira de rato (Testeira)-

A temperatura seca dentro da esteira de rato foi registrada a cada minuto
durante todo o experimento. A temperatura foi registrada utlizando-se um
termossensor (Yellow Springs Instruments — YSI — série 400) posicionado na parte
superior da esteira, sobre a grade do choque, e acoplado a um teletermémetro de

temperatura (YSI, modelo Precision, série 4000A, USA) com preciséao de 0,02 °C.

2.4.3. Temperatura da pele da cauda.

A temperatura da pele da cauda do rato foi registrada a cada 30 segundos por

meio de um termossensor de pele (YSI — série 400), conectado a um teletermédmetro
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digital (YSI, modelo Precision, série 4000A, USA) com precisdo de 0,02 °C. O
termossensor foi fixado na porcao lateral a 2,5 cm da base da cauda (YOUNG e

DAWSON, 1982), por meio de esparadrapo impermeavel.

2.4.4. Temperatura intraperitoneal.

Para registro da temperatura intraperitoneal foram utilizados sensores de
temperatura (Mini-Mitter, Sunriver, OR, modelo TR3000 VM — FM, peso de 2,2 g),

contendo uma bateria de litio (3- V lithium).

O sensor de temperatura € um capacitor oscilatério de resisténcia simples em
que o valor da resisténcia é dependente da temperatura. A freqiéncia de saida dos
pulsos digitais provenientes dos sensores esta entre 297 — 713 KHz. Os pulsos
foram captados por uma placa receptora AM (modelo RA 1000 TH, Mini Mitter Co.)
posicionada na parte lateral da esteira, sendo enviados na seqUéncia para um
decodificador. Este repassou as informagdes para um software (Vital View, Mini —

Mitter) que armazenou os dados.
O registro da temperatura intraperitoneal foi realizado a cada 15 segundos.

A temperatura intraperitoneal foi considerada uma medida da temperatura

corporal interna.

2.4.5. Pressao arterial pulsatil.

A pressao arterial pulsatil, durante o experimento, foi continuamente medida
por meio do cateter implantado na aorta. O cateter foi conectado a um sistema de

transducéo de dados (MP100 System Guide, BIOPAC Systems, Inc.) por meio de
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uma extensdo feita com tubo de polietleno PE50 preenchido com salina
heparinizada (0,1 mL de heparina sddica 25000 Ul em 20 mL de salina 0,9 %). O
transdutor foi calibrado previamente a realizacdo dos experimentos e foi posicionado
ao lado da esteira, aproximadamente a altura do coracdo do rato . Os sinais do
transdutor foram enviados para um amplificador e deste para um “software” onde os
dados foram armazenados. As variaveis cardiovasculares — freqténcia cardiaca e
pressoes arteriais média, sistdlica e diastélica — foram calculadas a partir do registro

da pressao arterial pulsétil via “software” (Acknowledge 37.0).

2.4.6. Tempo total de exercicio.

O tempo total de exercicio, medido em minutos, correspondeu ao intervalo
entre o inicio do exercicio e 0 momento em que 0s animais entraram em fadiga. A
medida foi realizada por um crondmetro com precisdo de 0,01 segundos. A fadiga foi
determinada pela permanéncia do animal sobre a grade de estimulo elétrico (0,5 mV
e 0,5 mA) durante 10 segundos, o0 que demonstrou a incapacidade de manter a

intensidade de exercicio pré estabelecida (LIMA et al 1998; LIMA et al 2001).

2.5. Familiarizacao ao exercicio na esteira rolante.

ApGs a recuperagdo da cirurgia de implante da canula guia no ventriculo
cerebral lateral direito, os animais foram familiarizados ao exercicio na esteira
rolante para pequenos animais a uma velocidade constante de 18 m/min com 5 %
de inclinagdo e sob um estimulo elétrico de 5 mA (Treadmill Simplex I, Columbus

Instruments, EUA). Esta intensidade de exercicio corresponde a aproximadamente
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67 % do VOzmax (LIMA, 2000). O periodo de adaptacdo teve duragdo de 5 dias
consecutivos sendo 10 minutos por dia, 5 minutos de repouso e 5 minutos de

corrida.

2.6. Injecao no ventriculo cerebral lateral direito.

A injecdo de 2 pL de solucdo de fisostigmina (5 x 10 M) (Sigma, St. Louis,
EUA) ou de NaCl (0,15 M) foi realizada usando-se uma microseringa (Hamilton
Company, Nevada, EUA) de 5 uL que foi conectada por uma extensdo de PE10 a
uma agulha injetora. Esta foi confeccionada cortando uma agulha longa de anestesia
odontolégica (30 G) no comprimento de 16,3 mm, isto é, 0,3 mm maior que a canula
guia, garantindo assim que o liquido néo ficasse retido na mesma. Foram utilizadas
agulhas injetoras distintas para as injecdes de salina ou de fisostigmina. A injecao
teve duracdo de 1 minuto para evitar o aumento da pressdo hidrostatica no

ventriculo cerebral lateral direito.

2.7. Grupos Experimentais.

A figura 2 apresenta o esquema demonstrativo das 8 situagdes experimentais
utilizadas nos experimentos. Para este experimento foram utilizados 4 grupos de
animais, sendo 2 situacdes experimentais para cada grupo e foram utilizados no

minimo 6 ratos para cada grupo:
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Ratos Sham Ratos Adrenodemedulados
Repouso Exercicio Repouso Exercicio
Salina Fisostigmina Salina Fisostigmina Salina Fisostigmina Salina Fisostigmina

Figura 2. Esquema demonstrativo das oito situagcdes experimentais que foram analisadas neste
estudo.

2.8. Delineamento Experimental.

A figura 3 apresenta o delineamento experimental executado. Os ratos foram
submetidos a cirurgia de adrenodemedulacao bilateral ou sham (dia 0) e, apés 15
dias de recuperacao foram submetidos ao implante de canula crénica no ventriculo
cerebral lateral direito (dia 15). Ap6s 4 dias de recuperacdo os ratos foram
adaptados ao exercicio em esteira rolante (dias 20, 21, 22, 23 e 24). O implante de
cateter na aorta abdominal via artéria carétida esquerda e o implante do sensor de
temperatura na cavidade peritoneal foram realizados no 24° dia e os experimentos
foram realizados nos dias 26 e 28.

Cada animal foi submetido a duas situagdes experimentais (injecao
intracerebroventricular de salina ou de fisostigmina) de maneira aleatéria, seja em
repouso ou em exercicio, tanto para o animal adrenodemedulado ou para sham. Foi
dado intervalo de 48 h entre os dois experimentos.

Os experimentos foram realizados no periodo da manha e em ambiente de
aproximadamente 24,7 °C de temperatura ambiente seca e 50 — 60 % de umidade

relativa do ar.
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Apoés os experimentos, o rato foi sacrificado com dose letal de pentobarbital
sédico (100 mg/Kg de massa corporal). Apds sacrifico, as adrenais foram removidas

e seccionadas para comprovar a auséncia das medulas.

Cirurgia de Implante de cateter na artéria
adrenodemedulagao Implante de e implante de sensor de temperatura
ou sham canulaicv intraperitonealmente Experimentos
L 1 1 1 ]
I 1 1 1 = 1
. Recuperagéo Recuperagéo Periodo de Recuperagéo
(dias) O 15 19 adaptacéo 24 26

Figura 3. Delineamento experimental.

2.8.1. Experimento.

Os mesmos procedimentos experimentais foram realizados durante os dois
tratamentos: salina ou fisostigmina.

No dia do experimento, foi medida a massa corporal do animal e em seguida,
o rato foi levado para a sala de experimentos, o termossensor foi fixado a pele da
cauda e a canula arterial foi conectada ao transdutor de presséao.

O animal permaneceu em repouso em uma caixa de acrilico por 60 minutos, e
nos ultimos 20 minutos foram registradas as temperaturas e a pressao arterial com o
objetivo de determinar os valores basais. A injecao foi realizada durante um 1 minuto
e a canula injetora permaneceu conectada por um minuto adicional. No minuto —1, a
injetora foi desconectada da cénula guia e o rato foi colocado na esteira rolante para
que no minuto 0 o exercicio (ou um novo repouso) fosse realizado.

O exercicio foi realizado na velocidade de 24 m/min e 5 % de inclinagdo até a
fadiga. Esta intensidade corresponde a aproximadamente 80 % do VOzmax (Lima et

al., 2000), exercicio de intensidade moderada (Figura 4).
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Intervalo Retirada da injetora e
| Repousol Injegdo | com |nJetora| colocagao na esteira I Exercicio |
I I | I ) 1

(min) -60 -3 -2 -1 0 Fadiga
Figura 4. Procedimento experimental dos ratos submetidos ao exercicio.

Durante a situacao de repouso, o rato permaneceu dentro da esteira por mais
60 minutos (Figura 5).

Intervalo Retirada da injetora e
. Repouso : Injegao l com injetora colocagao na esteira | Repouso |
1
(min)  -60 -3 -2 -1 0 40
Figura 5. Procedimento experimental dos ratos em repouso.

J

2.9. Analise Estatistica.

Os dados foram expressos em média + erro padréo da média (EPM).

Para a analise das variaveis termorregulatérias (temperatura interna e a da
cauda) e cardiovasculares (pressdes arteriais média, sistdlica, diastdlica e da
frequéncia cardiaca) foi utilizada a ANOVA com parcelas sub—divididas. Quando foi
verificado a diferenca na varidncia entre os experimentos, os dados foram
submetidos ao teste de post hoc das diferengas minimas significativas. O tempo total
de exercicio e as areas sob a curva — método trapezoidal, foram analizadas pela
ANOVA two-way, seguido do teste de post hoc Student—Newman Keuls. O nivel de

significancia adotado foi p < 0,05.
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3. RESULTADOS
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3.1. Tempo total de exercicio.

A figura 6 representa o tempo total de exercicio de ratos sham ou
adrenodemedulados submetidos ao exercicio fisico até a fadiga a 24 m/min™" e 5%
de inclinacdo da esteira (~80% do VOzmax) € num ambiente a 24,7°C e ~60% de
umidade relativa do ar. Podemos observar que nao houve diferenca entre os grupos

ou entre os tratamentos (18,2 + 1,3 min SHAM-EX-SAL; 17,3 + 1,2 min SHAM-EX-

FIS; 16,4 + 0,8 min ADM-EX-SAL e 18,3 + 1,9 min ADM-EX-FIS).

25 7 [ SHAM-EX-SAL (n=13)
B SHAM-EX-FIS (n=13)
vZZ ADM-EX-SAL (n=9)
w4 ADM-EX-FIS (n=9)
= 20 -
£ 1
Ig Ve .
© 15 /
(O]
x
()] /
©
S 10 A /
S
o /
o
: 7
= 57 /
: 7

Figura 6. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10® M) no tempo total de
exercicio (24 m/min e 5 % de inclinagdo da esteira; ~80 % do
VOomax) Na temperatura ambiente de 24,7 + 0,1 °C em ratos
sham e adrenodemedulados. Os dados expressam média +
EPM.
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3.2. Parametros cardiovasculares.

A tabela 1 mostra, que os valores basais da pressao arterial média, sistélica e
diastélica e frequéncia cardiaca, no grupo sham mantido em repouso, nao foram

diferentes entre os tratamentos.

Tabela 1. Valores basais da pressdo arterial média, sistélica, diastdlica e

freqUéncia cardiaca, do grupo sham mantido em repouso.

Pressao Freqiéncia 3ressao arterial Pressao arterial

arterial média cardiaca istolica (mmHg)liastolica (mmH¢

(mmHg) (bpm)
SHAM-REP- 1086 +2,9 348,2+11,7 122,0+1,6 94,0£3,3
SAL
(n=10)

SHAM-REP-FIS 104,5 + 3,6 343,7+£9,8 1171 £1,9 92,2+4,5

(I‘I=1 0)

Os dados expressam média £ EPM.

As curvas de evolugcao do registro das variaveis cardiovasculares durante o
repouso mostram as alteragcdes registradas a cada 2 minutos do periodo
experimental.

A figura 7 representa a pressao arterial média, sistdlica, diastolica e
freqUéncia cardiaca, em ratos sham durante o repouso e num ambiente a 24,7°C e
~60% de umidade relativa do ar. A variacdo da pressao arterial média aumentou
com a inje¢ao de salina (7,0 = 2,4 mmHg no min 2, p < 0,05) e com a injecao de

fisostigmina (17,7 £ 2,4 mmHg no min 2, p < 0,05) em relagéo ao inicio do exercicio.
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A variacao da pressao arterial média foi maior na situacao fisostigmina em relacéo a
salina.

A variacao da pressao arterial sistolica no grupo sham em repouso aumentou
com a injecao de salina (5,1 £ 3,1 mmHg ao 2; p < 0,05) e com a injecdo de
fisostigmina (18,1 £ 1,5 mmHg ao 2 min; p < 0,05) em relagéo ao inicio do exercicio.
A variacao da pressao arterial sistélica foi maior na situagao fisostigmina em relacéao
a salina.

A variacdo da pressao arterial diastélica no grupo sham em repouso
aumentou com a injecao de salina (8,1 = 2,3 mmHg ao 2 min; p < 0,05) e com a
injecéo de fisostigmina (19,4 + 4,0 mmHg ao 2 min; p <0,05) em relagdo ao inicio do
exercicio. A variacdo da pressao arterial diastélica foi maior na situagao fisostigmina
em relacao a salina.

A variacao da freqUéncia cardiaca no grupo sham em repouso aumentou com
a injecao de salina (38,3 = 14,4 bpm ao 1 min vs 0,0 + 0,0 bpm aos 0 min; p < 0,05)
e com a injecao de fisostigmina (41,0 + 9,4 bpm ao 1 min vs 0,0 £ 0,0 bpm aos 0
min; p < 0,05) em relag&o ao inicio do exercicio. A variagdo da frequiéncia cardiaca

nao foi diferente entre os tratamentos.
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Figura 7. Efeito da injecdo intracerebroventricular de NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10
M) na variacdo da pressao arterial média (A), freqléncia cardiaca (B), pressao arterial sistélica
(C) e pressao arterial diastélica (D) em ratos sham no repouso com temperatura ambiente de
24,7 + 0,1 °C. Os dados expressam média = EPM. * p < 0,05 em comparagao ao minuto zero. + p

< 0,05 em comparacéo ao tratamento de salina.
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A tabela 2 mostra, que os valores basais da pressao arterial média, sistdlica e
diastdlica e freqiéncia cardiaca, no grupo adrenodemedulado mantido em repouso,

nao foram diferentes entre os tratamentos.

Tabela 2. Valores basais da pressdo arterial média, sistélica, diastdlica e

freqUéncia cardiaca, do grupo adrenodemedulado mantido em repouso.

Pressao arterial  Freqiiéncia Pressao arterial Pressao arterial

média (mmHg) cardiaca (bpm) sistolica (mmHg) diastolica (mmHg)

ADM-REP-SAL 1244+54 319,8+7,9 133,5 £ 6,1 106,6 £ 5,5
(n=8)

ADM-REP-FIS 126,6+62 3143+164 1353+36  1105+66
(n=8)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 8 representa a pressdo arterial média, sistdlica, diastolica e
frequéncia cardiaca, em ratos adrenodemedulados durante o repouso e num
ambiente a 24,7°C e ~60% de umidade relativa do ar. A variagcdo da pressao arterial
média aumentou com a injecéo de salina (6,5 + 4,1 mmHg ao 2 min; p < 0,05) e com
a injecao de fisostigmina (11,4 £ 2,9 mmHg ao 2 min; p < 0,05) em relacao ao inicio
do exercicio. A variacdo da pressdo arterial média nao foi diferente entre os
tratamentos.

A variacdo da pressdo arterial sistolica no grupo adrenodemedulado em
repouso aumentou com a injecao de salina (6,7 + 3,8 mmHg ao 6 min; p < 0,05) e
com a injecao de fisostigmina (14,9 + 3,2 mmHg ao 2 min; p < 0,05) em relacdo ao
inicio do exercicio. A variagdo da pressao arterial sistélica ndo foi diferente entre os

tratamentos.
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A variacdo da presséo arterial diastélica no grupo adrenodemedulado em
repouso aumentou com a inje¢ao de salina (11,4 £ 3,9 mmHg ao 2 min; p < 0,05) e
com a injecao de fisostigmina (15,0 + 2,7 mmHg ao 2 min; p < 0,05) em relacdo ao
inicio do exercicio. A variacao da pressao arterial diastélica nao foi diferente entre os
tratamentos.

A variacao da freqUéncia cardiaca no grupo adrenodemedulado em repouso
aumentou com a injecao de salina (42,4 £ 15,3 bpm ao 2 min; p < 0,05) e com a
injecéo de fisostigmina (34,7 £ 12,0 bpm ao 2 min vs; p < 0,05) em relagdo ao inicio
do exercicio. A variagdo da frequéncia cardiaca ndo foi diferente entre os

tratamentos.
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Figura 8. Efeito da injecéo intracerebroventricular de NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10
M) na variacdo da pressao arterial média (A), freqléncia cardiaca (B), pressao arterial sistélica
(C) e pressao arterial diastélica (D) em ratos adrenodemedulados no repouso com temperatura
ambiente de 24,7 + 0,1 °C. Os dados expressam média £ EPM. * p < 0,05 em comparacéo ao

minuto zero.
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A figura 9 representa as areas integradas de 40 minutos da curva da
variacdo da pressao arterial média, sistélica, diastélica e freqiiéncia cardiaca em
ratos sham ou adrenodemedulados durante o repouso (figuras 6 e 7) num ambiente
a 24,7°C e ~60% de umidade relativa do ar. A area sob a curva da variacdo da
pressao arterial média foi maior no grupo SHAM-REP-FIS em relacdo aos SHAM-
REP-SAL (433,38 + 84,54 mmHg . min apos fisostigmina vs 119,71 + 65,43 mmHg .
min apés salina; p < 0,05), porém nao houve diferenca entre os animais ADM-REP-
FIS em relacdo aos ADM-REP-SAL.

A area sob a curva da variagdo da pressao arterial média no grupo ADM-
REP-SAL néo foi diferente da situacdo SHAM-REP-SAL, mas a situacao ADM-REP-
FIS foi menor em relacéo a situagdo SHAM-REP-FIS (153,28 + 58,85 mmHg . min
ADM-REP-FIS vs 433,38 + 84,54 mmHg . min SHAM-REP-FIS; p < 0,05)

A area sob a curva da pressao arterial sistélica foi maior nos animais SHAM-
REP-FIS em relagdo aos SHAM-REP-SAL (278,35 £ 63,51 mmHg . min SHAM-REP-
FIS vs 13,93 + 89,08 mmHg . min SHAM-REP-SAL; p < 0,05), porém n&o se
observou diferenca entre os ADM-REP-FIS e os ADM-REP-SAL.

A area sob a curva da variagdo da presséo arterial sistolica do grupo ADM-
REP-SAL nao foi diferente do SHAM-REP-SAL e a situacdo ADM-REP-FIS nao foi
diferente em relacao a situacdo SHAM-REP-FIS.

A area sob a curva da variagdo da pressao arterial diastélica foi maior em
SHAM-REP-FIS em relagdo aos SHAM-REP-SAL (432,94 + 94,30 mmHg . min
SHAM-REP-FIS vs 154,34 + 82,48 mmHg . min SHAM-REP-SAL; p < 0,05), porém

nao houve diferenca entre os ADM-REP-FIS e ADM-REP-SAL.
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A area sob a curva de variagdo da presséo arterial diastolica no grupo ADM-
REP-SAL nao foi diferente do SHAM-REP-SAL e o ADM-REP-FIS n&o foi diferente
do SHAM-REP-FIS.

Em 40 minutos, a area integrada da curva de variacao da freqiéncia cardiaca
mostra que ndo houve diferencas entre 0s grupos experimentais, assim como, entre

os tratamentos estudados.
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Figura 9. Efeito da injecéo intracerebroventricular de NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10
M) nas areas integradas sob a curva da variacdo da pressao arterial média (A), freqiiéncia
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adrenodemedulados no repouso com temperatura ambiente de 24,7 =+ 0,1 °C. Os dados

expressam média £ EPM. * p < 0,05 em comparacgéo ao salina. + p < 0,05 em comparagao ao

sham.
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Os graficos que representam a variacdo das pressdes arterial média, da
sistdlica e da diastdlica e da freqUéncia cardiaca durante o exercicio fisico estao
expressos até o minuto 13, pois, este foi o tempo total maximo em que todos os
animais permaneceram em exercicio e o valor médio da fadiga é representado por
um ponto isolado.

A tabela 3 mostra, que os valores basais da pressao arterial média, sistélica e
diastdlica e frequiéncia cardiaca, no grupo sham submetido ao exercicio fisico, nao

foram diferentes entre os tratamentos.

Tabela 3. Valores basais da pressdo arterial média, sistélica, diastdlica e

freqUéncia cardiaca, do grupo sham submetido ao exercicio fisico.

Pressao arterial  Freqiiéncia Pressao arterial Pressao arterial

média (mmHg) cardiaca (bpm) sistolica (mmHg) diastolica (mmHg)

SHAM-EX-SAL 116,4 £ 2,5 338,3 + 18,3 1246 £ 2,6 102,0 £ 3,3
(n=6)

SHAM-EX-FIS 108,6 £ 4,9 340,6 + 12,9 121,7t4,5 98,6 +4.4
(n=6)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 10 mostra, que no grupo sham submetido ao exercicio fisico, a
variagado da pressao arterial média aumentou tanto com o tratamento de salina (15,7
+ 4,7 mmHg no min 1; p £ 0,05) quanto com a fisostigmina (31,4 + 3,8 mmHg no min
1; p £ 0,05). O aumento da variacdo da pressdo arterial média foi maior no
tratamento com fisostigmina em relagéo ao de salina.

A variagéo da pressao arterial sistolica no grupo sham submetido ao exercicio
fisico aumentou tanto com o tratamento com salina intracerebroventricular (21,6 +

3,8 mmHg no min 1; p < 0,05) quanto com fisostigmina intracerebroventricular (31,7
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+ 2,6 mmHg no min 1; p <£0,05). O aumento da presséo arterial sistdlica foi maior no
tratamento de fisostigmina em relagdo ao de salina.

A variagdo da pressdo arterial diastdlica no grupo sham submetido ao
exercicio fisico aumentou tanto com o tratamento com salina intracerebroventricular
(16,2 £ 4,0 mmHg no min 1; p < 0,05) quanto com a fisostigmina (23,7 + 4,3 mmHg
no min 1; p < 0,05). O aumento da pressao arterial diastolica ndo foi diferente entre
os tratamentos.

A variagdo da frequéncia cardiaca no grupo sham submetido ao exercicio
fisico aumentou desde o minuto 1 até o momento de fadiga tanto com o tratamento
com salina (130,9 £ 16,6 bpm no min 1; p < 0,05) quanto com fisostigmina (123,0
15,5 bpm no min 1; p < 0,05). Durante o exercicio e no momento de fadiga o

aumento da frequiéncia cardiaca nao foram diferentes entre os tratamentos.
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Figura 10. Efeito da injecéo intracerebroventricular de NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10
M) na variacdo da pressao arterial média (A), freqiéncia cardiaca (B), pressao arterial sistélica
(C) e pressao arterial diastélica (D) em ratos sham submetidos ao exercicio (24 m/min e 5 % de
inclinacao da esteira; ~80 % do VO.nay) na temperatura ambiente de 24,7 + 0,1 °C. As barras
horizontais indicam o tempo total de exercicio para cada tratamento. Os dados expressam média
+ EPM. * p £ 0,05 em comparacao ao minuto zero. + p < 0,05 em comparagao ao tratamento de

salina.
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A tabela 4 mostra, que os valores basais da pressao arterial média, sistélica e
diastdlica e frequéncia cardiaca, no grupo adrenodemedulado submetido ao

exercicio fisico, ndo foram diferentes entre os tratamentos.

Tabela 4. Valores basais da pressdo arterial média, sistélica, diastdlica e

freqUéncia cardiaca, do grupo adrenodemedulado submetido ao exercicio fisico.

Pressao arterial  Freqiiéncia Pressao arterial Pressao arterial

média (mmHg) cardiaca (bpm) sistolica (mmHg) diastolica (mmHg)

ADM-EX-SAL 122,9+3,8  343,8+6,7  131,414,1 109,1+4,3
(n=7)

ADM-EX-FIS 1158+38 337,894  1255+23 1056 £1,6
(n=7)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 11 mostra, que no grupo adrenodemedulado submetido ao exercicio,
a variacao da pressédo arterial média aumentou tanto com o tratamento com salina
(17,0 £ 4,7 mmHg no minuto 1; p < 0,05) quanto de fisostigmina (30,1 + 4,0 mmHg
no minuto 1; p < 0,05). O aumento da pressao arterial média foi maior no tratamento
com fisostigmina em relacao ao de salina do primeiro minuto de exercicio fisico até o
momento de fadiga.

A variagdo da pressdo arterial sistdlica no grupo adrenodemedulado
submetido ao exercicio aumentou tanto com o tratamento com salina (20,6 + 4,5
mmHg no minuto 1; p < 0,05) quanto com fisostigmina (31,8 = 6,6 mmHg no minuto
1; p £ 0,05). O aumento da pressao arterial sistolica foi maior no tratamento de
fisostigmina em relacdo ao de salina do primeiro minuto de exercicio fisico até o

momento de fadiga.
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A variacdo da pressdo arterial diastélica no grupo adrenodemedulado
submetido ao exercicio fisico aumentou tanto com o tratamento de salina (16,2 £ 6,9
mmHg no minuto 1; p < 0,05) quanto de fisostigmina (26,2 £ 5,9 mmHg no minuto 1;
p < 0,05). O aumento da pressao arterial diastélica ndo foi diferente entre os
tratamentos.

A variacao da freqiéncia cardiaca no grupo adrenodemedulado submetido ao
exercicio aumentou tanto com o tratamento com salina (113,4 = 20,8 bpm no minuto
1; p < 0,05) quanto de fisostigmina (87,0 £ 20,3 bpm no minuto 1; p < 0,05). O
aumento da freqUéncia cardiaca foi menor no tratamento fisostigmina em relacéo a
salina no momento de fadiga (152,3 £ 16,9 bpm para salina vs 110,6 + 19,8 bpm

para fisostigmina no momento de fadiga; p < 0,05).
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Figura 11. Efeito da injegdo intracerebroventricular de NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10
M) na variacao da pressao arterial média (A), frequiéncia cardiaca (B), pressao arterial sistélica (C)
e pressao arterial diastélica (D) em ratos adrenodemedulados submetidos ao exercicio (24 m/min
e 5 % de inclinacéo da esteira; ~80 % do VOamay) Na temperatura ambiente de 24,7 = 0,1 °C. As
barras horizontais indicam o tempo total de exercicio para cada tratamento. Os dados expressam
média £ EPM. * p < 0,05 em comparagdo ao minuto zero. + p < 0,05 em comparagao ao

tratamento de salina.
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A figura 12 mostra, as areas integradas (13 minutos) sob a curva da variagao
da pressdo arterial média dos grupos sham e adrenodemedulados durante o
exercicio fisico (figuras 9 e 10). A area sob a curva da variacao da pressao arterial
meédia foi maior no SHAM-EX-FIS em relagdo ao SHAM-EX-SAL (424,49 + 48,90
mmHg . min vs 235,94 + 46,59 mmHg . min; p < 0,05) e no ADM-EX-FIS em relacao
ao ADM-EX-SAL (415,43 + 38,79 mmHg . min vs 232,14 + 62,87 mmHg . min; p <
0,05).

A area sob a curva da variacdo da pressao arterial média nao foi diferente
entre ADM-EX-SAL e SHAM-EX-SAL e ndo foi diferente entre ADM-EX-FIS e SHAM-
EX-FIS.

A area integrada sob a curva da variacao da frequéncia cardiaca nao foi
diferente entre os grupos ou entre os tratamentos.

A area integrada sob a curva da presséao arterial sistélica foi maior na situagao
SHAM-EX-FIS em relacdo a SHAM-EX-SAL (475,66 + 66,73 mmHg . min vs 283,08
*+ 43,74 mmHg . min; p < 0,05) e na situacdo ADM-EX-FIS em relagédo a situagéo
ADM-EX-SAL (437,84 £ 64,57 mmHg . min vs 269,98 + 62,72 mmHg . min; p < 0,05).

A area integrada sob a curva da variagdo da pressao arterial sistélica dos
animais nao foi diferente entre os grupos ou entre os tratamentos.

A érea integrada sob a curva da pressao arterial diastélica nao foi diferente

entre nenhuma das situagdes ou tratamentos.
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Figura 12. Efeito da injecéo intracerebroventricular de NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M)
nas areas integradas sob a curva da variagao da pressao arterial média (A), freqiiéncia cardiaca (B),
pressao arterial sistélica (C) e pressao arterial diastolica (D) em ratos sham ou adrenodemedulados
submetidos ao exercicio (24 m/min e 5 % de inclinagcéo da esteira; ~80 % do VOonay) Na temperatura

ambiente de 24,7 + 0,1 °C. Os dados expressam média + EPM. * p < 0,05 em comparagéo ao salina.
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3.3. Temperatura da pele da cauda.

A tabela 5 mostra, que os valores basais da temperatura da pele da cauda,
nos grupos sham e adrenodemedulado mantidos em repouso, ndo foram diferentes

entre os tratamentos e grupos.

Tabela 5. Valores basais da temperatura da pele da cauda, dos grupos sham e

adrenodemedulado mantidos em repouso.

SHAM-REP-SAL SHAM-REP-FIS ADM-REP-SAL = ADM-REP-FIS

(n=13) (n=13) (n=11) (n=11)

Temperatura da
26,6 £ 0,2 26,7 +0,2 26,1+0,3 26,9 +£0,3
pele da cauda (2C)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 13 mostra a variacdo da temperatura da pele da cauda de ratos
sham e adrenodemedulados em repouso. A temperatura da pele da cauda foi
estavel em todos os grupos ao longo do tempo, ndo havendo diferencas entre os

tratamentos e grupos.
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Figura 13. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M) na variagdo da
temperatura da pele da cauda em ratos sham (A) ou
adrenodemedulados (B) no repouso com temperatura ambiente
de 24,7 £ 0,1 °C. Os dados expressam média £ EPM.
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A figura 14 mostra, que em repouso, as areas integradas de 13 minutos sob
a curva da variacado da temperatura da pele da cauda (figura 12), ndo foi diferente

entre 0s grupos experimentais ou entre os tratamentos.

1 SHAM-REP-SAL (n=13)
207 mmm SHAM-REP-FIS (n=13)
w72 ADM-REP-SAL (n=11)

) waa ADM-REP-FIS (n=11)
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Area sob a curva da A temperatura da pele da cauda (°C . 40 min)

Figura 14. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10 M) nas &reas integradas
sob a curva da variagao da temperatura da pele da cauda em
ratos sham ou adrenodemedulados no repouso com
temperatura ambiente de 24,7 + 0,1 °C. Os dados expressam
média + EPM.
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Os graficos que representam a variagdo da temperatura da pele da cauda
durante o exercicio estdo expressos até o minuto 13, pois, este foi o tempo total
maximo em que todos os animais permaneceram em exercicio e o valor médio da
fadiga é representado por um ponto isolado.

A tabela 6 mostra, que os valores basais da temperatura da pele da cauda, nos
grupos sham e adrenodemedulado submetidos ao exercicio fisico, ndo foram

diferentes entre os tratamentos e grupos.

Tabela 6. Valores basais da temperatura da pele da cauda, dos grupos sham e

adrenodemedulado submetidos ao exercicio fisico.

SHAM-EX-SAL  SHAM-EX-FIS ADM-EX-SAL ADM-EX-FIS

(n=11) (n=11) (n=7) (n=7)

Temperatura da
26,6 £ 0,3 26,1+0,2 26,2+ 0,5 25,9+0,5
pele da cauda (2C)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 15 mostra, que o grupo sham submetido ao exercicio aumentou a
variacao da temperatura da pele da cauda para a situacao salina (0,7 = 0,7 °C aos 7
min; p < 0,05) e para a situacao fisostigmina (1,1 £ 0,5 °C aos 6 min vs; p < 0,05). A
temperatura da pele da cauda foi maior na situacao fisostigmina (0,7 + 0,7 °C para
salina vs 2,3 £ 0,5 °C para fisostigmina no min 7; p < 0,05).

No grupo adrenodemedulado submetido ao exercicio, a temperatura da pele
da cauda também aumentou com o tratamento de salina (1,2 + 0,7 °C aos 6 min; p <
0,05) e com o de fisostigmina (1,3 + 0,6 °C aos 7 min; p < 0,05). A temperatura da
pele da cauda foi maior na situacao fisostigmina (2,47 + 0,62 °C para salina vs 3,5 £

0,5 °C para fisostigmina aos 9; p < 0,05).
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Figura 15. Efeito da injecao intracerebroventricular de
NaCl (0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10® M) na
variacdo da temperatura da pele da cauda em ratos

sham (A) ou adrenodemedulados (B) submetidos ao

exercicio (24 m/min e 5 % de inclinagdo da esteira; ~80

% do VOomay) na temperatura ambiente de 24,7 = 0,1

°C. As barras horizontais indicam o tempo total de

exercicio para cada tratamento. Os dados expressam

média £ EPM. * p < 0,05 em comparagdo ao minuto

zero. + p < 0,05 em comparagdo ao tratamento de

salina.
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A figura 16 mostra, que as areas integradas de 40 minutos sob a curva da

variacao da temperatura da pele da cauda (figura 14), durante o exercicio fisico até

a fadiga (24 m/min e 5% de inclinagéo da esteira; ~80% do VOzmax) n&o foi diferente

entre nenhuma das situacdes ou tratamentos.

Area sob a curva da A temperatura da pele da cauda (°C . 13 min)
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Figura 16. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M) nas areas integradas
sob a curva da variagao da temperatura da pele da cauda em
ratos sham ou adrenodemedulados submetido ao exercicio até
a fadiga (24 m/min e 5 % de inclinacdo da esteira; ~80 % do
VOomax) Na temperatura ambiente de 24,7 £ 0,1 °C. Os dados

expressam média = EPM.
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3.4. Temperatura intraperitoneal.

A tabela 7 mostra, que os valores basais da temperatura intraperitoneal, nos
grupos sham e adrenodemedulado mantidos em repouso, nao foram diferentes entre

os tratamentos e grupos.

Tabela 7. Valores basais da temperatura intraperitoneal, dos grupos sham e

adrenodemedulado mantidos em repouso.

SHAM-REP-SAL SHAM-REP-FIS ADM-REP-SAL  ADM-REP-FIS

(n=6) (n=6) (n=7) (n=7)

Temperatura da
37,4+0,3 37,5%+0,2 37,9+0,2 37,9+£0,3
pele da cauda (2C)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 17 mostra a variacdo da temperatura intraperitoneal dos ratos sham
e adrenodemedulados em repouso. A variagdo da temperatura intraperitoneal foi
estavel durante o repouso no grupo sham tratado com salina e aumentou na
situagao fisostigmina (0,4 = 0,2 °C aos 10 min; p < 0,05). Nao houve diferenca entre
os tratamentos.

No grupo adrenodemedulado em repouso, a variagdo da temperatura
intraperitoneal dos animais nao foi alterada apds o tratamento com salina ou com
fisostigmina durante o periodo de repouso. Nao houve diferenca entre os

tratamentos.
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Figura 17. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M) na variagido da
temperatura intraperitoneal em ratos sham (A) ou
adrenodemedulados (B) no repouso com temperatura ambiente
de 24,7 £ 0,1 °C. Os dados expressam média £ EPM. * p < 0,05
em comparagdo ao minuto zero.
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18 mostra, que as areas integradas de 40 minutos sob a curva de

variacao da temperatura intraperitoneal (figura 16), durante a situacao de repouso

nao foi diferente entre nenhuma das situacées ou tratamentos.
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Figura 18. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M) nas areas integradas
sob a curva da variacdo da temperatura intraperitoneal em
ratos sham ou adrenodemedulados no repouso com
temperatura ambiente de 24,7 + 0,1 °C. Os dados expressam
média + EPM.
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Os graficos que representam a variagdo da temperatura intraperitoneal
durante o exercicio fisico estdo expressos até o minuto 13, pois, este foi o tempo
total maximo em que todos os animais permaneceram em exercicio € o valor médio
da fadiga é representado por um ponto isolado.

A tabela 8 mostra, que os valores basais da temperatura intraperitoneal, nos
grupos sham e adrenodemedulado submetidos ao exercicio fisico, ndo foram

diferentes entre os tratamentos e grupos.

Tabela 8. Valores basais da temperatura intraperitoneal, dos grupos sham e

adrenodemedulado submetidos ao exercicio fisico.

SHAM-EX-SAL SHAM-EX-FIS ADM-EX-SAL ADM-EX-FIS
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Temperatura da
37,5+0,2 37,5+0,3 37,704 37,704
pele da cauda (2C)

Os dados expressam média £ EPM.

A figura 19 mostra, que no exercicio fisico, a variacdo da temperatura
intraperitoneal do grupo sham aumentou tanto na situacao salina (0,20 + 0,08 °C aos
6 min; p < 0,05) quanto na situagao fisostigmina (0,19 £ 0,05 °C aos 6 min; p < 0,05).
N&ao houve diferencga entre os tratamentos.

No grupo adrenodemedulado submetido ao exercicio, a variacdo da
temperatura intraperitoneal aumentou na situacao salina (0,18 £ 0,06 °C aos 6 min; p
< 0,05) e na situacao fisostigmina (0,18 + 0,05 °C aos 8 min; p < 0,05). Nao houve

diferenca entre os tratamentos.
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Figura 19. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M) na variacdo da
temperatura da pele da cauda em ratos sham (A) ou
adrenodemedulados (B) submetidos ao exercicio (24 m/min
e 5 % de inclinacdo da esteira; ~80 % do VOgona) nNa
temperatura ambiente de 24,7 £ 0,1 °C. As barras
horizontais indicam o tempo total de exercicio para cada
tratamento. Os dados expressam média £ EPM. * p < 0,05

em comparagdo ao minuto zero.
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A figura 20 mostra, que as areas integradas de 13 minutos sob a curva de
variacao da temperatura intraperitoneal (figura 18), durante o exercicio até a fadiga
(24 m/min e 5 % de inclinacédo da esteira; ~80 % do VO2max). Nao foi diferente entre

nenhuma das situa¢des ou tratamentos.
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Figura 20. Efeito da injecao intracerebroventricular de NaCl
(0,15 M) ou de fisostigmina (5 x 10° M) nas areas integradas
sob a curva da variacdo da temperatura intraperitoneal em
ratos SHAM ou ADM submetido ao exercicio até a fadiga (24
m/min € 5 % de inclinacdo da esteira; ~80 % do VOgonax) Na
temperatura ambiente de 24,7 £ 0,1 °C. Os dados expressam
média + EPM.
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Os parametros de controle sdo: massa corporal; temperatura da esteira;

temperaturas ambiente seca e Umida.

A tabela 9 mostra, que a massa corporal e temperatura ambiente (seca ou

umida) nado foram diferentes entre os tratamentos, nem entre 0s grupos ou em

relacdo ao minuto zero na situacdo de repouso. A temperatura da esteira nao foi

diferente entre os grupos ou entre os tratamentos, mas foi diferente no minuto 40 em

relag@o ao inicio do repouso (minuto zero).

Tabela 9. Massa corporal, temperatura da esteira, temperatura ambiente seca e

temperatura ambiente Umida na situacao de repouso.

SHAM-REP-SAL SHAM-REP-FIS ADM-REP-SAL ADM-REP-FIS
(n=14) (n=14) (n=11) (n=11)
Massa corporal (g) 27017 27017 277+ 6 280 + 4
Testeira (°C)

0 min 25,0 + 0,1 25,0 + 0,1 24,3+0,3 24,6 +0,3
40 min 25,4 +0,2* 25,5+0,1* 25,2 +0,2* 25,4 +0,3*
Tas (°C)

0 min 24,6 +0,2 24,8 +0,1 24,4 +0,3 24,2 +0,2
40 min 24,7+0,3 24,8+0,2 24,3+0,3 24,4 +0,2
Tau (°C)

0 min 21,7+0,6 21,7+0,6 21,2+0,6 21,2+0,5
40 min 21,8+0,6 21,6 +0,6 21,3+0,6 21,4 +0,4

Os dados expressam média £ EPM. * p < 0,05 em relacdo ao minuto zero.
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A tabela 10 mostra, que a massa corporal e temperatura ambiente (seca ou
umida) nado foram diferentes entre os tratamentos, nem entre 0s grupos ou em
relacdo ao minuto zero na situacdo de exercicio. A temperatura da esteira nao foi
diferente entre os grupos ou entre os tratamentos, mas foi diferente no momento de

fadiga em relag&o ao inicio do exercicio (minuto zero).

Tabela 10. Massa corporal, temperatura da esteira, temperatura ambiente seca

e temperatura ambiente imida durante o exercicio.

SHAM-EX-SAL  SHAM-EX-FIS ADM-EX-SAL ADM-EX-FIS
(n=13) (n=13) (n=9) (n=9)
Massa corporal(g) 294 +7 298 +7 298 + 8 294 +10
Testeira (°C)
0 min 24,5+ 0,2 24,4+ 0,2 24,4+ 0,2 24,4+ 0,3
fadiga 25,0+ 0,2* 25,1+ 0,1* 25,1+ 0,3* 25,1+ 0,3*
Tas (°C)
0 min 24,6+ 0,1 24,6+ 0,2 24,2+ 0,2 24,0+ 0,3
fadiga 24,7+ 0,1 24,7+ 0,2 24,2+ 0,2 24,1+ 0,4
Tau (°C)
0 min 19,8+ 0,3 20,7+ 0,5 20,1+ 0,4 20,3+ 0,6
fadiga 20,1+ 0,3 21,0+ 04 20,3+ 0,5 20,4+ 0,6

Os dados expressam média £ EPM. * p < 0,05 em relacdo ao minuto zero.
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4. DISCUSSAO
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O principal achado deste estudo foi que o aumento da presséo arterial
induzido pela estimulacao dos receptores colinérgicos centrais durante o repouso é
dependente da acédo da adrenalina periférica (figuras 7 e 8). O aumento da pressao
arterial durante o repouso, induzido pela estimulagcédo colinérgica central, tem como
mecanismo essencial o sistema simpatico que estimula a producdo de
catecolaminas pelas adrenais, uma vez que a injecao intracerebroventricular de
fisostigmina em ratos sham, aumentou as pressdes arteriais meédia, sistdlica e
diastdlica (figura 7), mas nos ratos adrenodemedulados em repouso, estas respostas
foram atenuadas (figura 8). Entretanto, durante o exercicio fisico os aumentos das
pressoes arteriais média, sistdlica e diastolica pela neurotransmissao colinérgica
independem da secrecdao adrenal (figuras 10 e 11). Porém, nos ratos
adrenodemedulados durante o exercicio fisico, os aumentos das pressdes arteriais
média e sistdlica, provocado pela injecao intracerebroventricular de fisostigmina, nao
tiveram participacdo do sistema simpatico-adrenal nas respostas dos parametros
cardiovasculares acima citados (figura 11), porque foram de mesma intensidade
daquelas observadas nos animais sham em exercicio (figura 12).

Varias  evidéncias  experimentais  mostraram que a  injecao
intracerebroventricular de fisostigmina e de outros agonistas colinérgicos como a
neostigmina ou carbacol aumentam a pressao arterial de ratos em repouso(ALLY et
al, 1995; BREZENOFF, 1973; BREZENOFF et al, 1994; PIRES et al, 2007; TAIRA,
1998). Esta modulacao cardiovascular ocorre em funcdo de um aumento tanto da
atividade simpatica cardiaca quanto da vascular. Foi verificado por Li et al (1997) e
Brezenoff et al (1994) que a neostigmina, quando injetada no ventriculo cerebral
lateral de ratos ndao anestesiados, provocou aumento na pressao arterial, sendo que

esta alteracédo se correlacionou com o aumento na imunorreatividade c-fos na regiao



67

do hipotalamo, principalmente no hipotalamo posterior, nacleos paraventriculares e
supra-épticos.

Outros centros de integracédo localizados no hipotalamo e no bulbo estédo
envolvidos nos ajustes cardiovasculares mediados pela neutotransmissao
colinérgica. Como exemplo, o bloqueio dos receptores muscarinicos do hipotalamo
posterior nucleo atenua o aumento da pressdo arterial induzido pela injecao
intracerebroventricular de neostigmina (BREZENOFF, 1973).

Palma et al. (2004) mostraram um aumento de presséao arterial ap6s a injecao
de fisostigmina no hipotalamo posterior de ratos conscientes. Existem projecdes
anatémicas e funcionais entre areas hipotalamicas e bulbares que mediam o
aumento da atividade simpética (KUBO, 1998). Wanner (2006) demonstrou que o0s
nucleos ventromediais do hipotalamo tém envolvimento com o controle colinérgico
da pressao arterial, pois encontrou antecipacdo do aumento da mesma em ratos
durante o exercicio fisico, ap6s bloqueio dos receptores colinérgicos dos nucleos
ventromediais do hipotalamo com a metilatropina. Isto possivelmente ocorreu, devido
ao maior tbnus simpatico para os vasos periféricos, que foi indicado pelo retardo no
aumento da temperatura da pele da cauda.

Os efeitos cardiovasculares da estimulagao colinérgica realizada por meio de
agentes anticolinesterasicos sdo também mediados por neurdnios localizados no
bulbo. A injegdo de fisostigmina ou carbacol no bulbo ventrolateral rostral e nos
nacleos dorsais da formacdo reticular provocou aumento da pressao arterial em
ratos anestesiados (KUBO e MISU, 1983; LEE et al, 1991). Os nucleos reticulares
ventromediais rostrais sdo definidos funcionalmente como o centro vasomotor e
existem projegdes neurais destes nucleos até a coluna intermediolateral da medula
espinhal (KUBO, 1998). Existem também projecdes de regides do hipotalamo para o

centro vasomotor (KUBO, 1998). Os receptores muscarinicos no hipotalamo



68

ventromedial estdo envolvidos nos ajustes da pressao arterial durante o exercicio.
Neurénios colinérgicos na area C1 localizada no bulbo vetrolateral rostral estdo
envolvidos na resposta pressora induzida pela fisostigmina. Giuliano et al (1989)
mostraram que a lesdo eletrolitica desta area bloqueou o aumento da pressao
arterial desencadeado pela injecdo intravenosa de fisostigmina em ratos
anestesiados.

Os dados acima, mostram que o0s receptores colinérgicos modulam a
atividade simpatica e a pressao arterial durante o exercicio, e estes ajustes ocorrem
por meio de uma via envolvendo os nucleos hipotalamicos e regides do bulbo que
modulam as respostas autonémicas.

Alguns autores (ARSLAN et al, 1991; ESLER et al, 1995; HONMURA et al,
1992; IGUSHI et al, 1991; KAUL e GREWAL, 1968; LIMA et al, 2000; SAVCI et al,
2002; STEWART e ROGOFF, 1921) mostram que a injecdo, tanto central quanto
peritoneal, de agonistas colinérgicos aumentam a concentracdo plasmatica de
adrenalina e noradrenalina. Isto porque, em ratos adrenodemedulados, ndo houve
aumento da adrenalina e o aumento da noradrenalina foi reduzido, provavelmente
porque sua producdo ndo é na maior parte dependente da medula da adrenal.
Portanto, o efeito da adrenalina foi bloqueado, mas o da noradrenalina foi atenuado.

Kristc” and Djurkovic” (1978) mostraram que a transseccdo da medula
espinhal bloqueou o aumento da pressédo arterial de ratos anestesiados apés a
injecao intracerebroventricular de acetilcolina, sugerindo que a resposta foi mediada
pela transmissédo simpatica ganglionar.

Willette et al (1984) verificaram um aumento na atividade simpética
esplancnica apos a injecao de fisostigmina ou carbacol no bulbo ventrolateral. Além

disso, a administracdo sistémica de fisostigmina provocou aumento da atividade
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simpatica esplancnica em ratos anestesiados, que foi abolido pela les&o eletrolitica
da area C1 no bulbo ventrolateral (GIULIANO et al, 1989).

De acordo com os dados de Milutinovic” et al (2006), a injecao intravenosa de
fentolamina, um bloqueador néo-seletivo a4 >-adrenérgico e a injecao intravenosa de
metoprolol, bloqueador seletivo Bi-adrenérgico, atenuaram o aumento da pressao
arterial induzido pela estimulacdo colinérgica. O aumento da pressao arterial
induzido pela injegéo intracerebroventricular de carbacol em ratos ndo anestesiados
foi atenuada pela injecao intravenosa de fentolamina (IMAI et al, 1989). Imai et al
(1989) e Milutinovic™ et al (2006), mostraram que o efeito da fisostigmina, na pressao
arterial sistélica parece ser mediado por receptores muscarinicos centrais e pelo
sistema simpatico periférico.

Os dados do presente estudo mostram que a acado da adrenalina € um fator
preponderante sobre o aumento da pressao arterial induzido pela estimulacao
colinérgica central, uma vez que, no repouso, esta foi bloqueada apds a
adrenodemedulacao (figura 8). Nossos dados corroboram com os resultados de
Brezenoff (1973), que verificou, que em ratos adrenolectomizados ndo anestesiados,
o aumento de pressao arterial induzido pela injecao intracerebroventricular de
fisostigmina em repouso foi atenuado. De acordo com os estudos citados acima,
podemos sugerir que 0 aumento da concentracdo plasmatica de adrenalina induzido
pela injecdo de fisostigmina aumenta a atividade simpatica cardiaca e vascular. De
fato, nos ratos sham em repouso, tanto a pressdo arterial sistdlica quanto a
diastélica aumentaram apds a injecdo de fisostigmina (figura 7) mostrando um
aumento da for¢a de contracdo do miocardio (aumento da presséao arterial sistélica)
e da resisténcia vascular periférica (aumento da pressdo arterial distélica),

respectivamente.
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Nos vasos, a noradrenalina secretada pelas terminacbes nervosas, ou a
adrenalina periférica, se ligam aos receptores a-adrenérgicos presentes no musculo
liso dos vasos sangiineos, causando vasoconstricdo. Estes receptores quando
ativados exercem sua funcao metabdlica através de segundos mensageiros e
abertura de canais ibnicos (GILMAN et al, 1990). A noradrenalina produz
vasoconstricdo em praticamente todos os érgaos através dos receptores a4, 0 que
aumenta a resisténcia periférica. A adrenalina dilata os vasos sanglineos no
coracao, na musculatura esquelética e no figado por meio dos receptores B2, 0 que
compensa a vasoconstricdo produzida pela adrenalina no rim, baco e mesentério e a
resisténcia periférica total pode cair.

A pressao arterial diastdlica € determinada principalmente pela resisténcia
vascular periférica. Neste estudo, foi observado aumento da pressdo arterial
diastdlica, sugerindo aumento da resisténcia vascular periférica no repouso apos a
injecdo central de fisostigmina nos ratos sham (figura 7), mas n&o nos ratos
adrenodemedulados (figura 8), indicando que o aumento da resisténcia vascular
periférica foi provocado pela agdo das catecolaminas. Como dito anteriormente, a
adrenalina ndo aumenta a resisténcia vascular periférica podendo reduzi-la, mas a
noradrenalina aumenta a resisténcia vascular periférica. E esperado que a producéo
de noradrenalina tenha sido atenuada, devido a falta da medula da adrenal nos ratos
adrenodemedulados, possivelmente, a quantidade de noradrenalina produzida nos
ratos adrenodemedulados, nao foi suficiente para aumentar a resisténcia periférica
destes animais.

Como o bloqueio da via simpatica adrenal bloqueou 0 aumento da pressao
arterial provocado pela fisostigmina, possivelmente as outras vias simpaticas
(cardiaca, vascular entre outras) que participam do ajuste da pressao arterial, tém

menor influéncia no aumento da pressao arterial induzido pela maior ativacao
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colinérgica central e provavelmente, ndo devem modificar a resposta na presséo
arterial provocada pela injecao central de fisostigmina.

Durante o exercicio fisico, é possivel que a injecao intracerebroventricular de
fisostigmina ndo tenha como principal via de acdo para aumento da pressao arterial
a via simpética das adrenais, ja que a adrenodemedulacdo ndo bloqueou o0 aumento
da presséo arterial (figura 12). Provavelmente, como a atividade simpatica ja estava
aumentada pelo comando central no exercicio e o sistema colinérgico ndo poderia
aumentar a produgdo de adrenalina periférica nos ratos adrenodemedulados, a
maior atividade colinérgica pode ter compensado a maior ativagdo simpatica por
outras vias, como, a via simpatica direta para o coracao, para 0s vasos e para 0S
rins. Neste caso, € possivel sugerir que um animal bloqueado em alguma destas
outras vias, quando em exercicio, ndo deverd sofrer alteragdo no aumento da
pressao arterial provocado pela injecao central de fisostigmina, assim como ocorreu
nos ratos adrenodemedulados, devido ao aumento compensatério de outras vias
simpaticas. Outra hipétese possivel é que durante o exercicio, qualquer outra via
simpatica que nao seja a que inerva as adrenais, seja a principal responsavel pelo
aumento da pressao arterial provocado pela estimulagédo colinérgica. Neste caso, o
rato com bloqueio na via simpética que é responsavel pelo aumento da pressao
arterial provocado pela injecao central de fisostigmina bloquearia ou atenuaria este
aumento.

O estudo de Wanner (2006) também verificou diferentes respostas
cardiovasculares entre o0 repouso e exercicio, apds bloqueio das sinapses
colinérgicas, com injecao de metilatropina, no nucleo ventromedial do hipotalamo. A
injecdo de metilatropina no repouso, ndo alterou os valores da presséo arterial, mas
durante o exercicio o0 aumento da pressao arterial foi antecipado em relacdo ao

controle.
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E importante lembrar que a fisostigmina é um agonista colinérgico indireto,
isto €, é um anticolinesterasico, portanto, bloqueia temporariamente a enzima que
degrada a acetilcolina na fenda sinaptica (acetilcolinesterase),ou seja, a agao é
diferente de outros agonistas que séo precursores e/ou estimulam a producédo de
acetilcolina. A fisostigmina simplesmente mantém a acetilcolina na fenda sinaptica
por mais tempo e portanto, sem a liberacdo de acetilcolina provocada por outros
estimulos, a fisostigmina ndo provoca aumento da atividade colinérgica.

No repouso, o hipotalamo, que é a principal area banhada pela fisostigmina,
tem efeito no controle da pressao arterial, como visto, porém no exercicio fisico isso
ndo ocorreu. Durante o exercicio fisico, ja existe um mecanismo, independente da
fisostigmina injetada intracerebroventricularmente, que provoca aumento da pressao
arterial. Estas regides ativadas paralelamente as ativadas pela fisostigmina, podem
compensar de maneira independente as catecolaminas periféricas no aumento extra
da presséao arterial.

No estudo de Pires et al (2007), foi realizado injecao intracerebroventricular
de fisostigmina em ratos em repouso e foi verificado aumento da pressao arterial
com consequente reducao da frequéncia cardiaca, quando a fisostigmina foi injetada
em ratos antes do exercicio fisico houve aumento da pressdo arterial e menor
aumento da freqUéncia cardiaca. A reducdo na freqléncia cardiaca apds a
estimulacéo colinérgica, provavelmente foi mediada por mecanismos barorreflexos.
Em outros estudos, a resposta pressora induzida pela injecdo de agonistas
colinérgicos nos ventriculos cerebrais e nucleos hipotalamicos de ratos em repouso,
também foi acompanhada por diminuicées na freqiéncia cardiaca (IMAI et al, 1989;
PALMA et al, 2004 e SAVCI et al, 2002). A desnervacdo dos barorreceptores
carotideos e adrticos inibiu a bradicardia induzida pela injeg&o intracerebroventricular

de neostigmina (TAIRA, 1998).
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Nos dados do presente estudo, ndo foi vista uma resposta barorreflexa apés a
injecéo central de fisostigmina. Isto porque a frequéncia cardiaca n&o variou durante
0 repouso tanto apds a injecdo central de fisostigmina ou salina nos ratos sham
(figura 7), o que também foi observado nos ratos adrenodemedulados (figura 8).
Provavelmente, isto ocorreu, porque talvez a magnitude de aumento da pressao
arterial ndo tinha sido suficiente para provocar redugdo na frequéncia cardiaca.
Ainda no repouso, ocorreu um aumento na pressdo arterial média, na pressao
arterial sistolica, na pressao arterial diastélica e na freqiéncia cardiaca em relacao
ao momento da injecdo, que foi encontrado tanto apds a injecao de salina, quanto
apos a injecao de fisostigmina, nos ratos sham (figura 7) ou nos adrenodemedulados
(figura 8). E possivel que este aumento nas varidveis tenha ocorrido devido ao
estresse provocado pelo manuseio dos animais durante a injecao
intracerebroventricular e pelo deslocamento dos animais entre os ambientes (caixa
de acrilico para a esteira). E importante destacar que o ambiente de repouso foi a
esteira, para manter o mesmo ambiente do exercicio, mas este ndo é um ambiente
ao qual o rato esta adaptado.

No exercicio, a freqiéncia cardiaca também nao foi diferente entre as
situacoes, fisostigmina e salina no grupo sham (figura 10). No grupo
adrenodemedulado submetido ao exercicio fisico, a situacdo nao foi diferente da do
grupo sham, entretanto no momento de fadiga exclusivamente, a freqiéncia
cardiaca foi menor na injecdo de fisostigmina em relacdo a salina (figura 11), é
provavel que esta seja uma situacao isolada, ja que o0 mesmo nao aconteceu com a
pressao arterial, ou com a temperatura da pele da cauda e temperatura
intraperitoneal.

O barorreflexo € um mecanismo de ajuste agudo da pressao arterial, no qual

a distencdo das paredes arteriais provocada pelo aumento da pressao arterial,
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estimula os barorreceptores presentes no seio carotideo e no arco aértico, através
da distensdao dos vasos. Quando estimulados, os barorreceptores aumentam a
freqUéncia de disparos para o nucleo do trato solitario no bulbo, por meio do nervo
do seio carotideo e do nervo depressor aortico. Do nucleo do trato solitario existem
projecdes para a regiao ventrolateral caudal e desta para a regido ventrolateral
rostral do bulbo, de onde partem projecées para a coluna intermediolateral na
medula espinhal. Este é o principal local de origem das fibras simpéticas na medula
espinhal. Do nucleo do trato solitario existem também projecoes para dois outros
ndcleos neuronais, nucleo ambiguo e dorso motor do vago, que modulam a divisao
parassimpatica do sistema nervoso autbnomo. Os principais bragcos eferentes do
reflexo sdo as alteracbes da atividade autonbmica para o coracdo € vasos
sanglineos. O aumento da atividade simpatica aumenta a freqténcia cardiaca pela
inervacao direta no nodo sinusal, o aumento da forca de contracdo do miocardio
também é aumentada por esta inervacdo. As artérias dos leitos renais, esplacnicos e
musculares sao inervadas pelo simpatico, sendo que o aumento da atividade
autondémica provoca vasoconstricdo destes vasos e a diminuicdo da atividade
provoca vasodilatagdo (GUYENET, 2006).

Durante o exercicio, a pressao arterial e a freqiéncia cardiaca aumentam
simultaneamente, isso porque o ponto de operacdo do barorreflexo é reajustado a
um maior valor de pressao de perfusao (RAVEN et al, 2002). O reajuste central do
barorreflexo durante o exercicio ocorre dentro do nacleo do trato solitério. O principal
determinante deste reajuste € o controle por mecanismos de pré-alimentacao a partir
do comando central associado a um controle por feedback modulatério proveniente
do reflexo pressor do exercicio bem como dos barorreceptores cardiopulmonares, 0s
quais sinalizam o volume central de sangue (RAVEN et al, 2002). O ponto de

operacao do reflexo é re-estabelecido de acordo com a intensidade do exercicio,
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quanto maior a intensidade o ponto de operacédo é reajustado para um maior valor
de pressao arterial (RAVEN et al, 2002). Entretanto, ndo esta bem definido se a
sensibilidade do barorreflexo é alterada durante o exercicio.

A pressao arterial pode influenciar a temperatura da pele da cauda (principal
via de dissipacao de calor) e conseqlientemente a temperatura corporal interna. O
aumento da pressao arterial pode aumentar o fluxo sanglineo cutdneo na cauda e
isto pode reduzir a temperatura corporal interna. Pires et al (2007) mostraram que a
injecao intracerebroventricular de fisostigmina aumentou a temperatura da pele da
cauda durante o repouso e em exercicio. Além disso, em ratos anestesiados,
aumentos na pressao arterial sistémica foram acompanhados por aumentos no fluxo
sanglineo na cauda (ZHANG et al, 2003). No rato, alteragbes na temperatura da
pele da cauda refletem modificacdes no fluxo sanglineo (O'LEARY et al, 1985).

A injecé@o intracerebroventricular de fisostigmina também pode influenciar a
temperatura da pele da cauda e a temperatura intraperitoneal. PIRES et al, 2007
demonstraram que a inje¢do de fisostigmina realizada imediatamente antes do inicio
do exercicio, na mesma concentracdo utilizada no presente estudo (5 x 10° M),
aumentou a dissipacao de calor atenuando o aumento da temperatura corporal de
ratos correndo a ~80% VOzmax. O aumento do fluxo cutédneo foi precedido por um
aumento de pressao arterial nesses animais. Além disso foi encontrada uma forte
correlacdo entre as alteracbes de pressao arterial sistolica e da temperatura da pele
da cauda dos ratos tanto em repouso quanto em exercicio.

Neste estudo, verificamos que no grupo sham em repouso nao houve
diferenca na temperatura da pele da cauda (figura 13) e na temperatura
intraperitoneal (figura 17) dos animais quando comparadas as situag¢oes fisostigmina

e salina, o que corrobora os estudos de Primola-Gomes (2004) e Rodrigues (2004).
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A temperatura intraperitoneal dos ratos sham em repouso aumentou em
relacdo ao momento da injecdo intracerebroventricular de fisostigmina (figura 17).
Outros estudos (MATTEW et al, 1992 e UNAL et al, 1998) encontraram diminuicao
da temperatura corporal central apds injecao de fisostigmina em animais em
repouso, sendo esta resposta dependente da concentragcdo da droga. Primola—
Gomes (2004) e Rodrigues (2004) ndo encontraram variacdo na temperatura retal
apés injecdo de fisostigmina em repouso, na mesma concentragdo (5 x 10° M), e
Fehlner e Gordon (1985) mostraram que em temperaturas ambientes de 15 e 25 °C
a fisostigmina nao possui efeitos hipotérmicos em concentragdes proximas a de 5 x
10°® M como utilizado no presente estudo. Existem dois fatores que modificam a
temperatura corporal interna, a producao e a dissipacao de calor, como no presente
estudo, ndo houve aumento na dissipacéo de calor com a injecao de fisostigmina, o
aumento da temperatura intraperitoneal deve ser devido a um aumento da producao
de calor. Porém, apesar de nao ter analisado a movimentagédo dos animais dentro da
esteira, visivelmente os animais ficam mais estressados apds a injecao central de
fisostigmina, o deslocamento é maior. A temperatura intraperitoneal dos ratos
adrenodemedulados nao foi alterada apds injecdo de salina ou fisostigmina no
repouso (figura 17).

As catecolaminas periféricas sédo outro fator que podem influenciar no controle
da termorregulacao. Landsberg et al (1984) mostraram que o sistema simpatico das
adrenais participa da producao de calor em ratos. A ativacao deste sistema aumenta
a termogénese do tecido adiposo marrom, principalmente através da estimulacao de
receptores B. Porém, o tecido adiposo marrom € conhecido por ser ativo apenas no
frio, mas pouco se sabe quanto a estimulacao colinérgica central (Landsberg et al,
1984). Além disso, € possivel que este sistema simpatico que inerva a adrenal

participe da termogénese do tecido adiposo branco.
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Nos ratos adrenodemedulados em repouso, ndo houve alteracdo na
temperatura da pele da cauda em relacdo ao momento de injecao (figura 13), tanto
nos tratados com salina quanto com fisostigmina e em relacdo as diferentes
injecdes. Nao houve diferenca na temperatura da pele da cauda (figura 14) e na
temperatura intraperitoneal (figura 18) entre ratos sham e ratos adrenodemedulados
No repouso.

A injecao central de salina nos ratos sham em repouso, ndo provoca aumento
nas concentracdes plasmaticas de adrenalina periférica a ponto de aumentar a
producdo de calor. J4 a injecdo central de fisostigmina (5 x 10° M) nos ratos sham
em repouso, pode aumentar as concentragdes plasmaticas de adrenalina, de acordo
com outros estudos, mas, neste estudo, mesmo que tenha ocorrido este aumento,
ele ndo provocou alteragdo na producéo de calor. O aumento da producéo de calor
pode, acarretar aumento da dissipacao de calor para manter a temperatura corporal
interna, ou acarretar aumento da temperatura corporal interna, caso a dissipacao de
calor seja mantida ou, seja menor que a quantidade de calor produzida. Portanto,
nao era esperado, que nos ratos adrenodemedulados, ocorresse uma alteracao na
temperatura da pele da cauda e na temperatura intraperitoneal.

O exercicio provoca algumas alteracées que foram observadas no grupo
controle deste estudo (ratos sham apdés a injecao intracerebroventricular de salina),
como: aumento da pressao arterial média; aumento da pressao arterial sistdlica;
aumento da pressao arterial diastolica (0 que ndo € bem estabelecido em humanos,
mas tem sido demonstrado em ratos) (figura 10) para manter a perfusao tecidual nos
animais; aumento da frequéncia cardiaca (figura 10) o que ajuda no aumento do
débito cardiaco; aumento da dissipacao de calor (figura 15), para tentar evitar
grandes alteragdes na temperatura corporal interna e aumento da temperatura

corporal interna, a partir do momento que a quantidade de calor produzida torna-se
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maior do que a quantidade de calor que esta sendo dissipada (figura 19). Os outros
grupos submetidos ao exercicio: grupo sham apos injecao central de fisostigmina;
grupo adrenodemedulado apds injecao central de salina e grupo adrenodemedulado
apos injecao central de fisostigmina, estas respostas ndo foram diferentes em
relagdo ao controle.

No exercicio, a injecao intracerebroventricular de fisostigmina, aumentou a
pressao arterial média, a pressao arterial sistélica e a dissipacao de calor, além do
aumento provocado pelo exercicio e pela injecdo central de salina nos animais sham
(figuras 10 e 15). Os ratos adrenodemedulados em exercicio, tiveram o mesmo
comportamento dos ratos sham em exercicio, em todos os parametros medidos,
sendo que apds a injecao intracerebroventricular de fisostigmina, houve aumento da
dissipacao de calor (figura 11), provavelmente devido ao aumento da pressao
arterial (figura 11). Porém, esse aumento ndo atenuou o aumento da temperatura
intraperitoneal (figura 19). Esta n&o alteracdo na temperatura intraperitoneal nos
ratos sham e adrenodemedulados, durante o exercicio, sdo possivelmente devido,
ao pequeno tempo total de exercicio, a magnitude do aumento na dissipacdo do
calor ou a um aumento na produc¢éao de calor.

O presente trabalho mostra que a adrenodemedulagdo ndo modificou o tempo
total de exercicio até a fadiga (figura 5), o que corrobora os estudos de Arnals et al
(1986) e estudos anteriores de nosso laboratério (GOMES-FILHO, 2000 e LIMA et
al, 2001). A temperatura interna nao foi a responsavel pelo fim do exercicio ja que
nao foi diferente entre o grupo salina e fisostigmina no momento da fadiga e
aumentou em aproximadamente 0,5 °C, durante o periodo de exercicio, atingindo o
valor aproximado de 38,3 °C, temperatura interna que néo € considerada limitante

para a continuidade do exercicio.
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O tempo total de exercicio ndo foi diferente entre a situacdo salina e a
situagao fisostigmina nem em ratos sham, nem em ratos adrenodemedulados (figura
5), o que corrobora os estudos de Pires et al (2007) e Rodrigues et al (2004). O
aumento da dissipacdo de calor provocado pela injecdo de fisostigmina nao foi
suficiente para reduzir a temperatura intraperitoneal durante o exercicio. Isto pode
ter ocorrido, devido a uma compensag¢dao com maior aumento na producao de calor.
A temperatura intraperitoneal ndo alterou sob estimulagdo colinérgica e aumentou
em aproximadamente 0,5 °C com o exercicio (figura 19), 0 que mostra, nao ter sido
determinante para o momento de fadiga.

E importante lembrar que a injecdo central de atropina, um antagonista
colinérgico, reduz o tempo total de exercicio (GUIMARAES, 2007, LIMA et al, 2000;
WANNER et al,2007).

O presente estudo mostrou que a auséncia de catecolaminas periféricas
associada a maior atividade do sistema colinérgico também néo alterou o tempo total
de exercicio (figura 5).

Os dados estdo de acordo com o modelo da fadiga aguda como um
mecanismo de defesa, que integra multiplos sistemas sensoriais, no qual diferentes
fatores (disponibilidade de substratos, temperatura corporal, equilibrio &cido — basico
e eletrolitico, fluxo sangilineo, ventilacdo pulmonar, atividade neural e outros) estao
associados permanentemente a determinacao da intensidade e duragéo suportaveis

do exercicio (NOAKES et al, 2000; RODRIGUES e SILAMI-GARCIA, 1998).
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5. CONCLUSAO
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A maior atividade simpatica eferente na auséncia de adrenalina periférica ndo
altera o tempo total de exercicio.

No repouso, 0s ajustes cardiovasculares e termorregulatérios nao séao
modulados pelos receptores colinérgicos centrais.

Os ajustes cardiovasculares e termorregulatérios induzidos pelo exercicio fisico
sdo modulados por receptores colinérgicos centrais mesmo na auséncia de

catecolaminas.
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